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Resumo

MELLO, Ana Carina Cruz de. Estudo da aplicacdo da enzima tirosinase imobilizada em
carvao ativado granular para remocdo de fenol de efluentes. Rio de Janeiro, 2017.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de processos quimicos e bioquimicos) - Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

O fenol e seus derivados sdo poluentes comumente encontrados em efluentes
industriais e mesmo em baixas concentracGes, apresentam elevada toxicidade ao ambiente
aquatico. Os meétodos mais utilizados de remocdo desses compostos apresentam algumas
desvantagens, tais como custos associados as técnicas avancadas de tratamento, toxicidade
aos microrganismos para 0s processos biologicos e dificuldade de degradacéo, aumentando a
demanda pelo desenvolvimento de metodologias mais eficientes e de menor custo, tal como a
degradacdo de fenol e compostos fendlicos através do uso de enzimas, como a tirosinase.
Neste trabalho utilizou-se a enzima tirosinase, oriunda do Agaricus bisporus, imobilizada em
carvao ativado granular (CAG) para remocdo de fenol em solucBes aquosas. Foi estudada a
influéncia da quantidade de suporte, da agitacdo do sistema e do tempo de contato para a
imobilizacdo. Os melhores resultados foram alcancados utilizando 10 gramas de suporte
carvao ativado granular, agitacdo de 150 RPM e tempo de contato de 90 minutos. Para ensaios
de remocéo de fenol via oxidacdo enzimatica, o uso da enzima imobilizada em carvéo ativado
granular com atividade enzimética maior que 200 U/grama de suporte foi suficiente para
adequar solucBes de 10 e 20 ppm de fenol ao limite exigido para descarte pelo CONAMA
430/2011, que ¢é de 0,5 ppm. O carvao ativado granular utilizado como suporte se mostrou
ineficiente na remoc¢do do fenol sem a presenca da enzima, porém foi capaz de remover o
produto da degradacdo do fenol, observado pela coloracdo menos intensa da solugdo aquosa
apos o ensaio de oxidacdo enzimatica. Mesmo com perda da enzima imobilizada durante os
ensaios, foi possivel reutilizar a enzima imobilizada 3 vezes antes da remocédo de fenol ser
inferior a 50 %. A reutilizacdo do suporte também foi testada e os resultados mostraram que
apesar da eficiéncia do método de imobilizacdo ser menor do que quando utilizado suporte
novo, a adsorcao da enzima foi efetiva, visto que a perda de proteinas no final de cada ensaio
foi menor que a perda quando se usa um suporte novo. O resultados demonstraram que 0
carvao ativado granular pode ser utilizado como suporte da enzima tirosinase contida no
extrato enzimatico bruto, sendo possivel sua reutilizacdo, assim como a reutilizacdo da
enzima imobilizada em ensaios de remocao do fenol, indicando a possibilidade de seu uso em
aplicacdes industriais.

Palavras-chave: Tratamento de efluentes; Tirosinase; Carvdo Ativado Granular; Imobilizacéo;
Remocao do fenol.



Abstract

MELLO, Ana Carina Cruz de. Estudo da aplicacdo da enzima tirosinase imobilizada em
carvado ativado granular para remocédo de fenol de efluentes. Rio de Janeiro, 2017.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de processos quimicos e bioquimicos) - Escola de

Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Phenol and its derivatives are pollutants found in industrial effluents and even at low
concentrations present high toxicity to the aquatic environment. Most commonly used
methods of removing those compounds have some drawbacks such as costs associated with
advanced treatment techniques, toxicity to microorganisms for biological processes and
difficulty in degradation. This problems raises the interest in development of more efficient
and lower-cost methodologies, for instance degradation of phenol and phenolic compounds
through the use of enzymes, for example, tyrosinase. In this work the enzyme tyrosinase, from
Agaricus bisporus, was immobilized on granular activated carbon and used for the removal of
phenol present in aqueous solution. The influence of amount of support, system agitation and
contact time for immobilization was studied. Best results were achieved when using 10 grams
of support, granular activated carbon, system agitation of 150 RPM and contact time of 90
minutes. For phenol removal trials through enzymatic oxidation, the use of enzyme
immobilized on granular activated carbon with enzymatic activity superior than 200 U/ grams
of support to adapt solutions of 10 and 20 ppm of phenol to the limit required for disposal by
CONAMA 430, which is 0,5 ppm. Granular activated carbon utilized as support showed to be
inefficient in phenol removal without the presence of enzyme, however it was able to remove
the product from phenol degradation, observed by the less intense coloring of the synthetic
solution after the enzymatic oxidation test. Even with immobilized enzyme loss during tests,
it was possible to reuse the immobilized enzyme 3x before phenol removal fell below 50%.
Support reuse was also tested and results show that although immobilization efficiency is
lower than when using new support, enzyme adsorption was effective since protein loss at the
end of each trial was less than protein loss when using anew support. Results show that
granular activated carbon can be used as support of enzyme tyrosinase contained in crude
enzyme extract, being possible reused it as well as the reuse of immobilized enzyme in phenol
removal trials, indicating the possibility of its use in industrial applications.

Keywords: Effluents Treatment; Tyrosinase; Granular activated carbon; Immobilization;
Phenol removal.
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1 Introducéo

O Brasil vem passando por uma crise hidrica nas ultimas décadas e uma das
alternativas para combater a escassez de agua é o tratamento de efluentes industriais visando
ndo somente diminuir a descarga de poluentes nos corpos d’agua como também 0 reuso do
efluente tratado pelas industrias, que no mundo sdo responsaveis pelo consumo de 22% da
agua dos mananciais (PENA, 2015).

O fenol e seus derivados sdo uns dos principais poluentes encontrados em efluentes,
estando presentes em efluentes aquosos provenientes de diversas atividades industriais, como
a industria petroquimica, téxtil, de plasticos, de resinas,de celuloses e de papel, além de
coquerias (BEKER et al.,, 2010; GUPTA; SUHA; MOHAN, 2006). Assim, torna-se
necessaria a criacdo de técnicas eficientes e baratas para o tratamento destes efluentes, haja
vista a toxicidade dos compostos fendlicos, que em concentracbes da ordem de ppm podem
ser letais, a simples ingestdo de 1g da substancia pode ser letal, mesmo para seres humanos
(GIRELLI, 2006).

No Brasil a legislacdo impde baixos limites de concentracdo de fenol em efluentes
industriais tratados. A Resolucdo CONAMA 430/2011 , de 30 de maio de 2011 (MMA,
2011), é bastante restritiva e limita o teor maximo de fendis totais (substancias que reagem
com 4-amino-antipirina) em 0,5 ppm para lancamento em corpos de &gua doce.

Os métodos mais utilizados para a remocéo de fendis atualmente envolvem processos
fisicos, quimicos ou bioquimicos, tais como o tratamento bioldgico, o tratamento com carvao
ativado, os processos térmicos ou o arraste com ar (TOLEDO et al., 2003; MARTINEZ et al.,
2003; ZHAO; LIU; SUN, 2004; MACIEL; SANT’ANNA JUNIOR; DEZOTTI, 2004,
HOSSEINI; BORGHEI, 2005). Entretanto, apesar de eficazes, eles apresentam desvantagens,
por exemplo, toxicidade aos microrganismos, a ndo regeneracdo do carvdo ativado ou a

eliminacdo de residuos toxicos no caso da extracdo do tipo liquido-liquido.

De modo geral, os meétodos convencionais apresentam diversas limitagdes,
aumentando o interesse pelo desenvolvimento de rotas mais eficientes e baratas, tal como a
degradacdo de fenol e compostos fendlicos através do uso de enzimas, como as polifenol

oxidases (PPO), entre elas a tirosinase e poliperoxidases.
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Os tratamentos enzimaticos vém sendo muito pesquisados como alternativa a alguns
processos convencionais de tratamento de efluentes. Isso se deve a vantagens como
seletividade e eficiéncia (mesmo em baixas concentracdes) e ao desenvolvimento a nivel de
producdo de enzimas, traduzido na sua disponibilidade comercial a baixo custo (KARAM e
NICELL, 1997).

Uma forma de reduzir o custo da utilizagdo de enzimas em processos industriais,
maior limitacdo para sua utilizacdo em larga escala, é a utilizacdo das enzimas oriundas de
extratos brutos, mais baratas que as enzimas comerciais, e a utilizacdo da enzima imobilizada,
que permite sua reutilizacdo (YAMADA et al., 2006).

O presente trabalho visa estudar a utilizacdo da enzima tirosinase imobilizada, oriunda
de um extrato enzimatico bruto obtido a partir do cogumelo Agaricus bisporus, utilizando
como suporte o carvao ativado granular na remocdo de fenol de solugbes aquosas, visando

obter uma alternativa eficiente para a remocao de fenol de efluentes industriais.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o emprego da enzima tirosinase,
oriunda do Agaricus bisporus, imobilizada em carvao ativado granular para remogéo de fenol

em solugdes aquosas.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar a influéncia de diferentes pardmetros (massa de suporte, agitacdo, tempo de
contato e origem do carvao) para a imobilizagdo da enzima tirosinase em carvao ativado

granular.

e Avaliar a influencia da concentragéo inicial de fenol na eficiéncia de remocao.

e Comparar o0 processo de tratamento enzima/CAG com oxidacdo enzimatica utilizando a
enzima livre e com adsor¢cdo em Carvdo Ativado Granular, utilizando dois carvoes

distintos.

e Estudar a reutilizacdo da enzima tirosinase imobilizada em Carvéo Ativado Granular

e Estudar a reutilizacdo do Carvdo Ativado Granular para a imobilizacéo
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3 Revisdo Bibliografica

3.1 Fenol e seus Derivados

3.1.1 Caracteristicas Gerais

O fenol é um composto organico da familia dos alcodis caracterizado pela presenca de
uma hidroxila (OH) ligada a um anel aromético (Figura 1), no seu estado puro e em condi¢oes
ambientes € um solido branco e incolor. O fenol é o composto mais simples dentre os varios
compostos fendlicos, possui um odor caracteristico, detectavel na concentracdo de 40 ppb no
ar e em cerca de 1-8 ppm na agua (ATSDR,1998). O fenol é considerado um importante

contaminante para 0 meio ambiente devido a sua alta toxicidade e por ser solivel em &gua.

OH  on

IF.

Figura 1: Forma Estrutural do fenol (Mello,2017)

Compostos fenodlicos sdo derivados do fenol, apresentando, portanto, um ou mais
grupos hidroxila (OH) ligados diretamente a um anel aromatico. Os efluentes industriais
podem apresentar mais de um tipo de poluente fendlico e, em geral, quanto maior a
complexidade estrutural do composto, maior é a sua toxicidade, comparado com o fenol
(MISHRA et al., 1995; ZHOU; FANG, 1997; PHU et al., 2001).

A toxicidade dos compostos fenolicos esté associada a algumas caracteristicas como a
acidez, a formagdo de radicais, a posicdo do substituinte no anel aromatico, o pKa do
composto e, principalmente, a hidrofobicidade. A hidrofobicidade vai afetar a maneira como
0s compostos fendlicos vao interagir com células e estruturas de tecidos, por afetar a
solubilidade do composto em agua (HANSCH et al., 2000; BOYD;KILLHAM,;
MEHARG,2001; ERTURK et al.,2012).

Os fendis sdo considerados toxicos pois destroem todos os tipos de células,

dependendo da concentracdo de fenol das solucbes e do tempo de contato podem causar de
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uma irritacdo na pele até necrose e gangrena dos tecidos, isso porqué o fenol tem a capacidade
de penetrar rapidamente na pele, causando lesdes que podem ser fatais. A absorgéo sistémica
provoca danos ao figado, rins e sistema nervoso central (PERUZZO e CANTO, 1998).

Os compostos fendlicos mais comuns sdo: fenol, cresol, clorofenol e nitrofenol, sendo
encontrados em efluentes provenientes de diversas industrias incluindo refinarias de petrdleo,
coquerias, industrias de plasticos, de celulose, de papel, farmacéutica, de pesticidas e
fertilizantes (BUSCA et al.,2008). A concentracdo de fenol presente nos efluentes varia para

cada tipo de industria como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 : Concentragédo de fenol presente no efluente (Adaptado de Aghav, 2011 e

Gonzalez-Mufioz et al., 2003).

Industrias Concentracdo (mg/L)
Coqueria 4-160
Refinarias de 6leo 10— 185
Petroquimica 40 —2000

Farmacéuticas, tintas,

. , 0,1 —1600
plasticos, resinas

3.1.2 Tecnologias de remocéo de fenol

As tecnologias de tratamento de efluentes que visam a remocdo de fenol e seus
derivados envolvem processos bioldgicos, quimicos e fisicos, todas apresentando vantagens e
desvantagens (AHMARRUZAMAN, 2008). Dentre 0s processos convencionais utilizados na
remocdo de fenol em efluentes industriais pode-se destacar: o tratamento bioldgico, a
incineracdo, 0s processos de extracdo, a adsorcao com carv@o ativado, 0S processos térmicos e

a osmose inversa.

Também sdo empregados outros métodos, tais como a oxidacgdo eletroquimica ou o
uso de agentes oxidantes como permanganato de potassio, cloro, perdxido de hidrogénio ou
0z0Onio e métodos envolvendo a utilizacdo de enzimas capazes de degradar fenol e compostos
fenolicos. Dentre estas técnicas, 0s processos utilizando enzimas tém se apresentado como

promissores no tratamento de efluentes industriais, por serem catalisadores naturais altamente
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especificos e mais resistentes que 0s microrganismos usados no tratamento bioldgico.

(YAMADA et al., 2006; KAMEDA; LANGONE;COELHO, 2006).

As tecnologias convencionais tém sido muito utilizadas no tratamento de &aguas
residuais, embora apresentem algumas desvantagens. O processo bioldgico pode requerer
muito tempo para 0s microrganismos degradarem os poluentes, além de ndo ser adequado ao
tratamento de contaminantes muito toxicos e produzir grandes quantidades de lodo. Por outro
lado, a incineracdo é adequada para tratar efluentes com uma demanda quimica de oxigénio
(DQO) acima de 100 g/L, exigindo elevada demanda de energia e apresenta consideravel
emissdo de outros compostos toxicos, tais como dioxinas e furano; além disso, do ponto de
vista ecoldgico é um processo que pode disseminar poeira (DEBELLEFONTAINE et al.,
1995; KIM et al.,2011).

Os processos de extracdo liquido-liquido consistem nas etapas de extracdo e
regeneracdo. Na extracdo, os compostos fendlicos sdo solubilizados e,posteriormente, o
solvente € regenerado em fase aquosa de forma que o poluente seja eliminado (MESSIKH et
al., 2007). Este método, em geral, é utilizado em efluentes com concentragcdes superiores a
1000 mg/L de fenol (PALMA et al. 2007;BUSCA et al., 2008). A principal desvantagem
deste método é que muitos solventes organicos, empregados nesse processo sdo tdxicos e
inflamaveis, o que gera prejuizos ao meio ambiente. Dessa forma, muitos estudos tém sido
conduzidos visando a empregar solventes “verdes”, tais como os liquidos idnicos a0 invés dos

solventes usualmente empregados ( ZHAO et al., 2005).

As demais técnicas, tais como floculacdo, precipitacdo, osmose inversa e adsorcao,
requerem um pos-tratamento para eliminar os poluentes. Por outro lado, a adsorcdo do
poluente em solidos porosos, tais como carvao ativado, argilas e s6lidos mesoporosos, sao
eficazes na remocdo de compostos organicos, mas Sd0 processos em que 0 contaminante é
apenas transferido da fase liquida para a fase solida, necessitando de uma disposicao final
adequada. (AHMARRUZAMAN, 2008).

O tratamento enzimatico consiste em uma etapa onde ocorre a oxidacdo enzimatica
para converter fendis em quinonas e uma etapa onde ocorre a separa¢cdo ou adsorcdo de
produtos gerados pelas enzimas apos a conversdo (ERHAN et al., 2002).

Na maioria dos processos de remogdo enzimatica, € utilizado somente a etapa de
oxidacdo, sendo necessario a adi¢do de aditivos quimicos, agentes oxidantes ou protetores de
enzimas a fim de evitar a perda de atividade enzimatica. Neste caso, 0s produtos gerados pela
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bioconversdo dos compostos fenolico sdo removidos do efluente em etapas de tratamento
posteriores (COOPER e NICELL 1996, IKEHATA e BUCHANAN 2002).

O tratamento enzimaético para a remocdo de fenol de efluentes é realizado utilizando
polifendis oxidases (PPO) comerciais, na forma livre ou imobilizada, sendo que a forma
imobilizada apresenta uma maior eficiéncia em relacdo a livre em termos de reutilizacéo,
estabilidade e maior viabilidade (KAMEDA et al., 2006, BEVILAQUA et al., 2002; LOPEZ-
MOLINA et al., 2003).

A remoc¢do enzimética de fendis tem varias vantagens potenciais em relacdo aos
métodos convencionais, tais como, a enorme disponibilidade de enzimas na natureza, a
especificidade de substrato mais larga, a eficAcia numa vasta gama de pH e temperatura, a
falta de periodo de aclimatizacdo, auséncia de problemas relacionados a choques de carga ou
efeitos toxicos de produtos inesperados devido a sua elevada especificidade (KLIBANOV et
al., 1983; KARAM e NICELL 1997; GOIA et al., 2004).

No entanto, a principal desvantagem deste método é que requer grande quantidade da
enzima para alcancar uma elevada eficiéncia de remocdo devido a inativacdo da enzima, o que
limita a sua aplicabilidade industrial (WU et al., 1993). Varias técnicas baseadas em PPO
foram desenvolvidas para a remocéo de fenois contidos em efluentes industriais, mas o alto
custo relacionado resulta em aplicacGes limitadas (LONCAR et al. 2011). O uso de extratos
brutos enzimaticos e a imobilizacdo de enzimas em suportes de baixo custo fazem com que
este método se torne menos caro, tornando-o uma alternativa vidvel para os métodos

convencionais.

3.1.3 Legislacao Brasileira

No Brasil a legislacdo impde baixos limites de concentragdo de fenol em efluentes
industriais tratados. A Resolucdo CONAMA n° 430, de 13/05/2011 é a mais recente e é bem
restritiva e limita o teor maximo de fendis totais (substdncias que reagem com 4-amino -
antipirina), em 0,5 ppm para langamento em corpos de agua doce (Tabela 2). Esta resolugdo

segue o procedimento reportado em Métodos Padrdo para Exame de Aguas e Rejeitos (Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater).
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Tabela 2: Pardmetros orgénicos para descarte de efluentes em corpos hidricos estabelecidos
pela Resolugdo CONAMA 430/2011 (MMA, 2011).

Parametros \{al_or Unidade
maximo
Parametros Organicos

Benzeno 1,2 mg/L
Cloroformio 1 mg/L
Dicloroetano 1 mg/L
Estireno 0,07 mg/L
Etilbenzeno 0,84 mg/L
Fendis Totais 0,5 mg/L
Tetracloreto de carbono 1 mg/L
Tricloroeteno 1 mg/L
Tolueno 1,2 mg/L
Xileno 1,6 mg/L

3.2 Enzima Tirosinase

3.2.1 Caracteristicas Gerais

A enzima tirosinase (EC 1.14.18.1), também conhecida como creolase e catecolase,
pertence a familia das polifendis oxidase, da qual também faz parte a lacase, e pode ser
utilizada numa faixa de pH entre 5,0-8,0 (SILVA, 2011). As polifendis oxidases sdo enzimas
capazes de catalisar a oxidacdo de compostos fenolicos, na presenca de oxigénio molecular
(FENOLL et al.,2001).

A tirosinase € amplamente encontrada na natureza, estando presente em
microrganismos, animais e plantas (DECKER et al., 2006), sendo responsavel pelos
fendmenos de pigmentagdo em mamiferos e pelo escurecimento de frutas e vegetais, devido
ao fato de catalisar a oxidagdo da L-tirosina, formando a dopaquinona que sofre
polimeralizagdo na presenga de diferentes nucledfilos dando origem a melanina (FARIA et
al.,2007).

Estudos apontam que, independente da fonte, as tirosinases mantém suas
caracteristicas funcionais e apresentam estruturas semelhantes (SEO et al.,2003; VIEIRS et

al.,2003; KOCHNA et al.,2008). A enzima &€ um composto tetramero, com um peso
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molecular de 110-120 kDa e com dois sitios ativos por molécula. Cada sitio ativo apresenta
dois 4tomos de cobre coordenados com histidinas, como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2: Estrutura do sitio ativo da tirosinase (Rolff et al.,2011)

Devido ao fato de apresentar dois tipos de atividade catalitica (monofenolase e
oxidase) e pela reacdo com monofendis apresentar uma fase lag, 0 mecanismo cinético da
tirosinase é considerado complicado (SILVA, 2011). A conversdo do monofenol em sua o-
quinona correspondente se da em duas etapas consecutivas, sendo a primeira a hidroxilacao
do monofenol ao seu o-difenol correspondente (atividade difenolase ou oxidase) e a segunda,
a oxidacao do o-difenol formando sua correspondente o-quinona enquanto a enzima é oxidada
de volta a sua forma nativa pelo oxigénio molecular (MARKO-VARG et al., 1995; ORTEGA

et al., 1993). A Figura 3 apresenta um esquema simplificado dessas duas etapas.
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Figura 3: Etapas da conversdo do fenol a o-quinona. Etapa (1) representa a atividade catalitica
monofenolase e Etapa (2) representa a atividade catalitica difenolase ou oxidase. (Adaptado
de ZHANG et al., 2001)

A etapa de conversdo do fenol em o-difenol é irreversivel devido ao forte poder
oxidante do oxigénio, esta etapa apresenta uma fase de adaptacdo, fase lag, antes de atingir a
velocidade méxima de reacdo, esta fase é influenciada por fatores como fonte da enzima, pH,
concentracdo de substrato e concentracdo de enzima. A presenca de quantidades cataliticas de
difendis ou fons metalicos de transicdo (principalmente Fe*?, mas também Cd*?, Ni*?, Co* e
Zn*?) pode acabar com esta fase lag (SANCHEZ-FERRER et al., 1995).

A Figura 4 mostra a dependéncia do cobre, por parte da enzima, e os diferentes niveis
de oxidacdo (met, oxi, deoxi), que a tirosinase apresenta, de acordo com o numero de
oxidacgéo do cobre. Estas variacGes ocorrem durante a segunda fase de reagdo de oxidagéo do
fenol, Etapa 2 da Figura 3.

~+ g-quinona + IH
- quina

Oy — Degxi (Cuy™) ..._\
\}/ " o-difenol

|
| met (Cu,*)

| ——— "

A ;{-—'a-q‘mou
LY
H,0 \\ Oxi — = p-difenol + 2H"

(Cu*..0.5)

Figura 4: Ciclo Catalitico da Tirosinase (CHAVITA, 2010).
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Em preparagdes frescas de tirosinase de cogumelo predomina a forma Tirosinasemet,
um estado catalitico inativo, enquanto que a forma Tirosinase.yi, estado catalitico ativo, existe
apenas em pequenas proporcdes, no estado latente, podendo a tirosinase apresentar até 30%

da forma Tirosinaseyy;.

O uso desta enzima em relacdo as Polifenol Peroxidases resulta em economia devido
ao alto custo das peroxidases além do que, as polifenol oxidases ndo necessitam de peréxido
de hidrogénio como substrato, elas utilizam o oxigénio molecular. O mais interessante quanto
as reacOes envolvendo a tirosinase € o surgimento de oligbmeros, que sdo semelhantes as
melaninas, e por isso, conferem coloracdo marrom a amostra, sendo assim possivel quantificar

em tempo real a degradagdo dos compostos fendlicos.

Uma caracteristica importante das enzimas em geral é a de que nem todas as
moléculas de enzimas presentes em uma amostra pura tém atividade enzimatica. Por este
motivo € usual utilizar um pardmetro experimental denominado ‘“unidade de atividade
enzimatica, U” que corresponde a quantidade de enzima que causa a transformacéo de 1,0

umol de substrato/min. a 25°C em condigdes ideais (Price e Stevens, 1999).

3.2.2 Aplicacdo da enzima tirosinase para a remocgéao de compostos fenolicos

Os primeiros estudos sobre a enzima tirosinase foram publicados no final da década de
70 e tinham como objetivo entender o mecanismo de escurecimento enzimatico de
cogumelos, vegetais e frutas, na presenca de ar, e evita-lo afim de ndo reduzir o valor desses
produtos. Porém ja na década de 80 o foco de estudo dessa enzima se voltou para seu uso em
aplicacdes biotecnoldgicas e ambientais, sendo os pioneiros ATLOW et al. (1984), que
estudaram a utilizagdo da tirosinase na oxidagao de fendis (CHAVITA, 2010).

As principais aplicagdes da tirosinase sdo 0 seu uso na biossintese de L-DOPA; a
deteccdo e a quantificacdo de compostos fendlicos em aguas, onde é utilizado como o
biocomponente de biossensores; a formacdo de redes de proteinas ligadas (cross-linked
proteina) e a remoc¢édo de compostos fendlicos de efluentes industriais (FARIA, 2008).

Um dos primeiros estudos sobre a utilizacdo da tirosinase para a degradagéo de fenois
via oxidacdo enzimatica foi realizado por Atlow et al. (1984), onde os autores estudaram a

influéncia do pH e da concentracdo enzimatica da enzima pura e bruta, extraida do cogumelo
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Agaricus bisporus, na oxidacdo de solucgdes fendlicas com concentragdes variando de 10 a
100 ppm. Eles relataram uma eficiéncia de remocdo proxima a 100% utilizando pH bésico e
concentracdo de enzima por volta de 50U/mL. Neste estudo os autores verificaram que 0

extrato bruto apresentou uma maior eficiéncia quando comparado com a enzima pura.

Wada et al. (1994) estudaram a remocéo de fendis e de aminas aromaticas de efluentes
através da oxidagdo enzimatica com tirosinase livre com e sem a presenca de coagulantes
(poli(hexametileno-diamina-epicloridrina), polietilenoimina e quitosana) para a remocao dos
produtos da oxidacdo dos fenois, os quais conferem cor ao efluente e inativam a enzima. Os
autores concluiram que a quitosana atua melhor como coagulante do que adsorvente dos
fenois oxidados e que os demais coagulantes foram mais efetivos que a quitosana, por
apresentarem a mesma eficiéncia com concentracdes menores. Também testaram a tirosinase
imobilizada em resina trocadora catidnica e magnetita e confirmaram a maior estabilidade da

enzima imobilizada.

Edwards et al. (1999) estudaram o uso da enzima tirosinase comercial imobilizada em
uma membrana polimérica coberta com quitosana em um biorreator para oxidar uma faixa de
fenois presentes em efluentes sintéticos e reais. A eficiéncia de remocdo foi alta até mesmo
para concentracdes baixas de fenol e a quitosana adsorveu as o-quinonas geradas durante

reacao, ajudando a diminuir a inativagdo da enzima.

Nicell e lkehata (2000) estudaram a utilizacdo de tirosinase extraida de cogumelos
como alternativa ao uso das peroxidases para reducdo de fenol aquoso. Eles estudaram o
melhor pH para a reacdo e a utilizacdo de adsorventes como a quitosana e o polietileno glicol
como uma forma de diminuir a inativacdo da enzima, que ocorre com 0 aumento da

concentracdo da 0-quinona no sistema.

Duran e Esposito (2000) fizeram uma revisdo da literatura sobre a utilizacdo de
enzimas oxidativas, incluindo a tirosinase, no tratamento de efluentes e solos contaminados.
Aqueles autores verificaram que a tirosinase € particularmente apropriada no tratamento de
compostos fenolicos, mas tém elevado custo na aplicacdo em escala industrial. Os custos
podem ser reduzidos com a imobilizacdo da enzima devido ao aumento da estabilidade
enzimatica. Sugerem ainda que o uso de raizes e tecidos vegetais contendo enzimas é uma boa

alternativa na reducéo dos custos dos tratamentos.
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Bevilaqua et al. (2002), estudaram a utilizacdo da tirosinase como um pré-tratamento
para reducdo de carga de choque em sistemas microbioldgicos aerobicos de tratamento de
efluentes fenolicos. Foi estudada também a aplicacdo das enzimas como polimento a efluente
tratado em sistemas biologicos, a reducdo das cargas de fenol foi alta, porém como a
concentracdo de fenol que no sistema bioldgico eram altas, a eficiéncia deste foi baixa, ndo
atingindo os limites exigidos pela legislacéo.

Molina et al. (2003) estudaram a oxidacdo enzimética de fendis com extrato de
alcachofra (Cynarascolymus L.), que contém peroxidases e polifenol oxidases (a tirosinase é
uma polifenol oxidase) e outros constituintes ndo enzimaticos que auxiliam no tratamento dos
efluentes. O fornecimento ao meio de quantidades adequadas de H,O, e de O, aumentaram a
oxidacdo de fendis pelas 2 enzimas presentes, peroxidases e polifenol oxidases,

respectivamente.

Yamada et al. (2005), realizaram o estudo da bioconversdo do fenol através da
oxidacdo com tirosinase livre e adsorcdo quimica com esferas de Quitosana, o estudo mostra
as condicdes ideais de pH e temperatura para a adsorcdo das o-quinonas produzidas durante a

conversao do fenol.

Ensucho et al. (2005) utilizaram a tirosinase presente no Agaricus bisporus
imobilizada em um suporte de quitosana-alginato, em biorreatores em escala de bancada e
piloto, com borbulhamento de ar pelo sistema. Conseguiram uma remocao acima de 92% de

fenol na escala de bancada e de 60% no reator em escala piloto.

Kameda et al. (2006) estudaram a oxidacdo de fenol com extrato de tirosinase, obtida
de cogumelo (Agaricus bisporus) e com o tecido cru do cogumelo. Aqueles autores utilizaram
concentragfes enzimaticas de 50 a 400 U/mL e Quitosana como coagulante para tratar
solugdes aquosas de fenol a 100 ppm. Obtiveram remoc¢6es de fenol da ordem de 90% em
reatores de batelada a 30°C e sem o controle do pH. Aqueles autores concluiram que o uso do
extrato pode ter custo proibitivo no tratamento no tratamento de efluentes, mas o uso do

tecido cru do cogumelo pode ser economicamente viavel.

Girelli, Mattei e Messina (2006), estudaram a remocdo de fenol, catecol, 4 —
metilcatecol, cresol e Cl — fenol em sistemas com tirosinase imobilizada em amino propil e
utilizando quitosana como adsorvente da o — quinona para a reducdo da cor do efluente

tratado. O processo foi desenvolvido de forma continua, realizando o reciclo da agua no
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sistema com enzimas e posteriormente com quitosana. Foi estudado o comportamento da

atividade enzimética em relacdo a reducdo do substrato.

Faria et al. (2007) fizeram uma revisdo da literatura sobre o potencial biotecnoldgico
da tirosinase extraida de cogumelos (Agaricus bisporus) e avaliaram 0s processos existentes
para sua producdo, recuperacdo e imobilizacdo. Os autores concluiram que para atender a
demanda por tirosinase para o tratamento de efluentes fenolicos serd necessario desenvolver

processos para a produgdo em meio de cultivo, provavelmente de cogumelos.

Chavita (2010) estudou processos biotecnoldgicos para a remocdo de fenol de
solucBes aquosas em regime de batelada em 3 processos distintos, adsorcdo de fendis de
solugdes aquosas em Quitosana, degradacdo enzimatica de fendis através da tirosinase
comercial em meio aquoso e adsorcdo/degradacdo de fendis de solugdes aquosas em

quitosana contendo tirosinase comercial imobilizada.

Para isso, Chavita estudou a influéncia de variaveis como temperatura, pH,
concentracéo de quitosana e velocidade de agitacdo. O autor concluiu que apesar de eficiente,
0 custo da tirosinase pura é muito alto para sua utilizacdo no tratamento de efluentes e a
eficiéncia de oxidacdo do fenol reduziu rapidamente com as reutilizacbes, porém a
concentracéo total de fenol removido das solugdes chegou a ser quase 3 vezes maior do que 0

que foi removido utilizando as enzimas livres.

Pigatto (2013) avaliou a oxidacdo e destruicdo do fenol através da utilizacdo da
enzima tirosinase extraida de batatas (das variedades Agata e Galette di Bologna), magcé, kiwi,
banana e cogumelo, mas apenas o Gltimo mostrou uma atividade bastante consideravel para a
utilizacdo na oxidagdo enzimatica As melhores condi¢des da oxidacdo do fenol encontradas
por essa autora com a enzima contida no extrato de cogumelo foram: 30°C, pH 7,
concentragdo de enzima 328U/mL e de fenol 100mg/L.

3.2.3 Fonte da enzima tirosinase: Agaricus bisporus

Dentre as varias fontes possiveis para a enzima tirosinase, se destaca o macro fungo
Agaricus bisporus, comumente conhecido como Champignon de Paris, principalmente pelo
fato de apresentar a maior concentragdo de tirosinase em relagcdo as outras fontes e por ser
uma fonte barata de tirosinase (FARIA, 2008; SILVA, 2009; CHAVITA, 2010)
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O Champignon de Paris (Agaricus bisporus) ¢ uma das espécies de cogumelos mais
extensivamente cultivada no mundo sendo a primeira a ser cultivada no Brasil, pertence a
familia Agaricaceae e constitui um alimento com excelente valor nutritivo devido aos
elevados teores de proteinas, vitaminas e fibras e baixos teores de carboidratos e gorduras
(FURLANI e GODOY, 2005).

3.3 Imobilizacdo de enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante para 0 uso
industrial de enzimas por proporcionar que a mesma seja reutilizada, pela maior facilidade da
sua separacdo do produto final e por aumentar a sua estabilidade frente a solventes orgéanicos
(BRADY, D.; JORDAAN, 2009).

O estudo sobre tecnologias de imobilizagdo enzimaticas despontou no inicio da década
de 1960 com a imobilizacdo de enzimas para utilizagdo em processos quimicos
(KRAJEWSKA,2004). Desde entdo esses biocatalisadores tém sido empregados em diversos
segmentos, como na sintese de compostos bioativos e de novos biopolimeros, construgédo de
biossensores, em terapia enzimatica, em processos em industrias tradicionais como 6leos e
gorduras, curtumes, papel, celulose, téxtil, cosméticos e em processos utilizados em
tratamento de efluentes (MENDES et al., 2011).

Apesar da imobilizacdo de enzima ter um longo histérico de utilizacdo,
(STRAATHOF; PANKE;SCHMID, 2002) estima-se que apenas 20% dos processos
biocataliticos envolvem enzimas imobilizadas. No entanto, ao longo dos Gltimos anos um
namero interessante de novas metodologias de imobilizagdo enzimatica tem sido relatado na
literatura e nos pedidos de patentes, indicando que a imobilizacdo de enzimas esta em
evidéncia (BRADY; JORDAAN, 2009).

A imobilizacdo € um termo genérico empregado para descrever a retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. No caso das enzimas, a sua
imobilizacdo em um suporte pode resultar em melhorias do seu desempenho catalitico, e,
reduzir a sua inativacdo por distorcdo de sua estrutura nativa pela influéncia da temperatura,
do pH e de solventes organicos, o que se torna um grande atrativo para a aplicacéo de enzimas
no setor industrial (BRADY; JORDAAN, 2009; MENDES, et al., 2011).
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As principais vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas, em relagdo as enzimas
livres sdo: reutilizacdo do biocatalisador; retencdo da atividade catalitica por um maior
periodo de tempo; possibilidade de conduzir processos em modo continuo; facilidade de
separacdo do catalisador do produto da reacéo e a interrupcéo da reacdo quando se atinge um
determinado grau de conversédo (BRADY, D.; JORDAAN,2009; MENDES et al., 2011).

Entretanto, é necessario, durante o processo de imobilizacdo, atentar para questdes
como: mudancas conformacionais da estrutura da enzima que levem a sua imobilizacdo em
uma forma inativa; perda da atividade catalitica e perdas massicas de enzima por meio da
lixiviagdo; efeitos difusionais ou de transferéncia de massa, em decorréncia de limitagdes do
acesso do substrato a enzima e do produto para o seio da solucdo; o custo da imobilizacao
deve ser compensado pela vida Gtil do biocatalisador (MATEO et al., 2007; MENDES et al.,
2011).

Os principais métodos de imobilizacdo de enzimas sao reticulacdo, ligacdo covalente,
confinamento, encapsulamento e adsorcdo (Figura 5). Suas principais caracteristicas e 0s

recentes avangos nessas técnicas serdo relatados a seguir.
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Figura 5: Métodos de imobilizacio de enzimas. (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012)
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3.3.1 Confinamento

O meétodo de imobilizacdo de enzimas por confinamento consiste na polimerizacao in
situ da matriz porosa em torno das enzimas a serem imobilizadas. Nesse processo, a enzima €
incorporada como parte da mistura reativa a ser polimerizada. Na medida em que a
polimerizagdo prossegue, a matriz polimérica vai se formando em torno da enzima,
confinando-a dentro de sua estrutura. Esse método é atraente para a imobiliza¢do de enzimas
pelo processo sol-gel, visto que o mesmo ocorre em meio aquoso, O que permite a
manutencdo da atividade catalitica das enzimas confinadas na matriz de sol-gel, sem que
sofram uma desnaturacéo significativa (KATO et al., 2002; HODGSON et al., 2004; HAGE e
RUHN, 2005).

O processo de sol-gel € um processo de sintese de materiais no qual ocorre uma
transi¢do do sistema sol para um sistema gel. O termo sol é definido como uma dispersdo de
particulas coloidais em um fluido, enquanto o termo gel pode ser empregado para definir um
sistema formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias
poliméricas (gel polimérico) que retém, normalmente, a fase liquida nos seus intersticios.
Desse modo, os geéis coloidais resultam da agregacdo de particulas coloidais, devido a uma
adequada alteracdo das condigcbes fisico-quimicas da suspensdo, enquanto que 0s géis
poliméricos sdo, geralmente, preparados a partir de solucdes onde se promovem reacdes de
polimerizacdo, em que a gelatinizacdo ocorre pela interacdo entre as longas cadeias
poliméricas (ALFAYA e KUBOTA, 2002).

De modo simplificado, o processo global de imobilizagdo de enzimas por

confinamento por meio do processo sol-gel pode ser visualizado na Figura 6 a seguir.
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Figura 6: Procedimento para o confinamento de enzimas durante o processo sol-gel, incluindo
(a) formacéo de particulas de sol durante a hidrélise e condensacdo, adigdo (b) da enzima na
suspensdo contendo as particulas sol, e (c) agregacédo de particulas coloidais em torno das
moléculas de enzima. (MALLIK e HAGE, 2006).

As principais vantagens do método de imobilizacdo por confinamento sdo: facilidade
de execucdo; poder ser utilizado para imobilizar uma ampla gama de enzimas, uma vez que
ndo promove alteragdes estruturais da enzima; o confinamento protege a enzima do contato
direto do meio reacional, minimizando a possibilidade de desnaturacdo da enzima por fatores
externos (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; SHELDON e ROGER, 2007;
BRADY e JORDAAN, 2009).

As desvantagens desse método estdo associadas as dificuldades com: o controle do
tamanho de poro do suporte, devido a retracdo do sol-gel com o tempo; o encolhimento do gel
durante o processo de condensacéo e de secagem, que pode levar a desnaturacao das enzimas;
além da lixiviacdo da enzima devido aos diferentes tamanhos de poros; limitacbes de
transferéncia de massa e difusdo dos substratos através da matriz (VILLENEUVE et al., 2000;
KATO et al., 2002; DALLAVECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004; HODGSON et al.,
2004;; ALFAYA; KUBOTA, 2002; BRADY e JORDAAN, 2009; FERNANDEZ-
FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012).

3.3.2 Ligacdo Covalente

A imobilizacdo por ligagdo covalente consiste na fixacdo da enzima ao suporte através
de ligacOes covalentes. A forca desta ligacdo € elevada e normalmente envolve varios
residuos da enzima proporcionando uma grande rigidez na estrutura da mesma. Essa rigidez

pode manter a estrutura da enzima inalterada perante agentes desnaturantes como calor,
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solventes orgénicos, pH extremos e outros (MATEO et al., 2007; MACARIO et al., 2009;
MILETIC et al., 2009).

Este método, em geral, se inicia com a modificacdo da superficie do suporte por meio
de reacgdes de ativacdo, na qual os grupos funcionais do suporte sao modificados para produzir
intermediarios reativos (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012). O
reagente mais utilizado na ativacdo de suportes e/ou como brago espacador é o glutaraldeido
devido a simplicidade dos métodos de ativacdo e obtencéo de preparacdes enzimaticas ativas
e estaveis (MATEO et al., 2007; CHAUBEY et al., 2009; BARBOSA et al., 2012).

O numero de ligacOes covalentes entre o suporte e a enzima depende da densidade dos
grupos reativos por unidade de area do suporte, da reatividade dos grupos funcionais tanto da
enzima quanto do suporte e do estado de protonacdo dos mesmos, bem como da
especificidade dos grupos ativos do suporte (BRADY e JORDAAN, 2009; ERDEMIR e
YILMAZ, 2009; FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN e MOLDES, 2012).

Este método de imobilizacdo se torna aplicavel em muitas situacbes devido a
diversidade de suportes com grupos funcionais capazes de promover ligacdes covalentes, ou
suscetiveis a ativacdo, porém a escolha de condi¢bes para a imobilizacdo por ligacdo

covalente é mais dificil que em outros métodos de imobilizagao.

As principais vantagens desse método sdo a maior resisténcia da enzima quanto a
variacdo de pH e temperatura, frente a solventes organicos; os derivados preparados também
podem ser empregados em diversas conformacdes de reatores, como fluxo continuo,
empacotado, tanque agitado e leito fluidizado e, ap6s a etapa de imobilizacdo, a enzima nao
corre o risco de ser lixiviada (MATEO et al., 2007; MENDES et al., 2011; BARBOSA et al.,
2012; FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012).

Entre as desvantagens da imobilizagc&o da enzima por ligagdo covalente pode-se citar
inconvenientes relacionados a desativacdo parcial e/ou a reducdo da atividade catalitica da
enzima que se deve as restricdes conformacionais devido a ligacéo entre os grupos reativos do
suporte e as enzimas (ERDEMIR; YILMAZ, 2009).

Ainda pode ocorrer da regido do sitio ativo da enzima se tornar menos acessivel
durante o processo de interacdo, ocasionando um impedimento estérico (Mateo et al., 2007),

ou entdo, a ativacdo da enzima pode ser prejudicada devido a uma forte fixacdo da enzima ao
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suporte, em especial se ela tiver comformagdes distintas quando ativa e inativa (MATEO et
al., 2007; MACARIO et al., 2009).

Entre os métodos de imobilizacao disponiveis, a ligacdo covalente é o mais efetivo em
termos de estabilizacdo térmica e operacional das enzimas (PEDROCHE et al.,, 2007,
MANRICH et al.,, 2008; RODRIGUES et al.,, 2008; MENDES et al.,, 2011). Essa
estabilizacdo é devida a formacédo de ligacBGes covalentes entres 0s grupos amina primario das
enzimas e o0s grupos aldeidos do suporte ou entre outros grupos funcionais da enzima e do
suporte. Tais ligacdes aumentam a rigidez da enzima imobilizada, por induzir uma elevada
resisténcia frente a modificacbes conformacionais causadas pelo aquecimento, solventes
organicos ou agentes desnaturantes, entre outros (ERDEMIR; YILMAZ, 2009). O aumento da
estabilidade das enzimas, ndo obstante, é ainda umas das principais questdes que dificultam a
implementacdo das enzimas como biocatalisadores industriais (LOPEZGALLEGO et al.,
2005; MENDES et al., 2011).

3.3.3 Reticulacgéo

A primeira metodologia de imobilizagdo de enzimas via reticulagdo foi desenvolvida
na década de 60, a partir da reacdo do glutaraldeido com grupos NH, reativos na superficie de
uma proteina (DOSCHER e RICHARDS, 1963). No entanto, esse método de producdo de
enzimas reticuladas (CLES) apresentava inconvenientes como baixa retencdo da atividade
catalitica, reprodutibilidade e estabilidade mecanica, além da dificuldade do manuseio dos
CLEs, uma vez que esses apresentavam um aspecto gelatinoso (SHELDON;
SCHOEVAART;VAN LANGEN, 2005).

A primeira descricdo da técnica de reticulacdo de enzimas foi feita por Quiocho e
Richards em 1964, e teve como objetivo estabilizar cristais de enzimas para estudo de
difracdo de raio X. Par isso foi empregado um agente bifuncional como o glutaraldeido, sendo
observado a formacdo de cristais de enzimas insolliveis com um atividade catalitica residual
de 30 a 70 % em comparagdo com cristais de enzimas nativas (QUIOCHO; RICHARDS,
1964; SHELDON, R. A.;SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2005.

Desde entdo tem sido realizados diversos estudos tendo em vista a imobilizacdo de
enzimas livre de suportes. Em geral, a imobilizagdo é feita a partir da reagdo de reticulacdo

entre um reagente reticulante e diferentes preparacfes enzimaticas, tais como a enzima
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solubilizada (MANECKE, 1972), cristalizada (ABRAHAM et al., 2004; ROY;ABRAHAM,
2006), atomizada (AMOTZ, 1987) e agregada (GUPTA, P. et al., 2009; CRUZ et al., 2012),
que ao final da reticulacdo resultara na formacéo de reticulados de enzimas solubilizadas,
cristais de enzima reticulados, enzimas atomizadas reticuladas (CSDE) e agregados

enzimaticos reticulados, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7: Diferentes abordagens para a obtencao de enzimas imobilizadas livre de suporte: (a)
cristalizacdo, (b) agregacdo; (c) secagem por atomizacéo; (d) reticulacdo direta. CRY:: cristais
de enzima; AGG: agregados enzimaticos; SDE: enzima atomizada. CLEC:cristais de enzima
reticulados; CLEA: agregados enzimaticos reticulados; CSDE: enzimas atomizadas
reticuladas; CLE: enzimas solubilizadas reticuladas. Fonte: (CAO; LANGEN; SHELDON,
2003).

A técnica de reticulacdo oferece vantagens como atividade enzimatica altamente
concentrada no catalisador, alta estabilidade e baixos custos de producdo decorrente da
exclusdo de um suporte (CAO; LANGEN; SHELDON, 2003;SHELDON, R. A,
SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2005).

3.3.4 Encapsulamento

Este método consiste na formagdo de uma estrutura porosa na presenca da enzima,
envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, ou a retencdo do biocatalisador por uma
membrana porosa. Em ambos 0s casos, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois ndo sdo
envolvidas ligacGes fisicas ou quimicas entre a enzima e o suporte. Consequentemente,

somente substratos de baixa massa molecular podem ser empregados com este tipo de enzima
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imobilizada. Este método inclui a encapsulagdo em gel e em fibras e a micro-encapsulacdo
(Rosevear et al., 1987).

A imobilizacdo de um biocatalisador via inclusdo ou microencapsulacdo consiste em
“confinar” uma proteina em um polimero insolivel ou em uma micro capsula. A
microencapsulagdo é muito similar ao processo de inclusdo,embora neste caso a enzima seja
totalmente envolvida pelo sistema. Neste sistema cria-se uma cela artificial delimitada por
uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, nao sdo capazes de se difundir
através desta membrana, enquanto que pequenas moléculas como substratos e produtos, se
difundem (Dalla-Vechia et al., 2004).

A vantagem da utilizacdo desta técnica é que a enzima ndo interage quimicamente com
0 polimero evitando, assim, a desnaturacdo. Contudo, a transferéncia de massa através da
membrana pode ser um problema. A velocidade de difusdo dos substratos e produtos através
da membrana € um fator limitante e geralmente sdo necessérias altas concentracdes de

substratos a fim de limitar esta influéncia.

As enzimas encapsuladas apresentam atividade mais elevada em substratos de baixa
massa molar, pois estes compostos se difundem pela membrana e se aproximam com mais
facilidade do sitio ativo do biocatalisador. Outra grande vantagem na utilizacdo desta técnica
€ que a enzima ndo interage quimicamente com o polimero evitando, como citado

anteriormente, a desnaturagéo.

Esta técnica, entretanto, ndo € uma das técnicas mais utilizadas devido a baixa
velocidade de difusdo de substratos e produtos através da membrana. Além da restri¢éo
no peso molecular das moléculas que conseguem atravessar este material e ainda devido
a possibilidade de haver incorporagédo da enzima na parede da membrana (Dalla-Vechia et al.,
2004,Mariotti, 2000).

3.3.5 Adsorcéo

A adsorcdo € um método simples e muito empregado para imobilizacdo de enzimas.
Nesse método, as enzimas sao imobilizadas no suporte por meio de ligacGes de baixa energia,
tais como interacGes hidrofobicas, forcas de van der Waals, ligagdes de hidrogénio e ligacdes
idnicas (ZHENG et al., 2012; ZHOU et al., 2012).
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As principais vantagens da imobilizagdo por adsor¢do sdo seu baixo custo e a
facilidade e simplicidade do seu processo. Além disso, a adsor¢do promove pouca alteracdo
na estrutura conformacional da enzima, uma vez que a enzima é espontaneamente imobilizada

em uma orientacao que lhe é preferencial e energeticamente favoravel (ZHOU et al.,2012).

Entre as desvantagens, tem-se a aleatoriedade da interagdo enzima-suporte e
possibilidade de dessorgéo e lixiviagdo da enzima devido a variagBes de temperatura, pH e
forca ibnica. (GUIDINI et al., 2010; MENDES et al., 2011)

Entretanto, tem sido alvo de estudos diversas técnicas a fim de reduzir a lixiviacdo da
enzima como por exemplo, a modificagdo quimica do suporte, a reducdo do tamanho de seus
poros ou a reticulagdo da enzima no interior dos poros (HE et al., 2006; REIS; WITULA,
HOLMBERG, 2008). Alguns desses estudos sugerem que a hidrofobizacdo do suporte pode

resultar na reducdo da lixiviacdo e melhoria da atividade enzimatica (SERRA et al., 2008).

A eficiéncia do método de imobilizacdo da enzima por adsor¢édo esta relacionada com
0 suporte empregando para tal fim. Nesse sentido, diversos suportes podem ser utilizados e a
escolha de um deles depende de suas propriedades como porosidade e tamanho dos poros,
area superficial, resisténcia mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater

hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do da enzima e custo (Moldes, 2012).

Os materiais que mais se destacam, nos ultimos anos, para a utilizagdo como suportes
para adsorcdo de enzimas, sdo 0s materiais mesoporosos devido a caracteristicas desejaveis
como: tamanhos de poros uniformes, elevada area superficial e facilidade de funcionalizacéo,
0 que permite proporcionar estabilidade quimica e térmica a enzima imobilizada. Outra
vantagem do uso de suportes mesoporosos € que as enzimas podem ser adsorvidas tanto na
superficie externa quanto no interior dos poros do suporte (QUIROS; GARCIA;
MONTESMORAN, 2011; FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012;
ZHOU et al., 2012).

Uma técnica de adsor¢do comumente utilizada para a imobilizacdo de enzimas ¢ a
troca idnica, que ocorre a partir das interacdes ibnicas e eletrostaticas entre 0s grupos idnicos
da proteina e os ions com cargas opostas do suporte (MOLDES, 2012; ZHENG et al., 2012).
A adsorcdo das enzimas por troca idnica mais eficiente sdo quando as forgas eletrostaticas sao

maximizadas. Para isso, a enzima e o suporte devem apresentar cargas liquidas opostas, ou
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seja, 0 pH do meio de mobiliza¢do deverd estar abaixo do ponto isoelétrico (pl) da enzima e

acima do pl do material que constitui o suporte e vice-versa.

A principal desvantagem do uso da adsor¢do por troca ibnica é que, se houver
alteracdes no pH do meio ou na forca idnica durante uma reacao, as enzimas se desprendem
do suporte. Um modo de contornar isso é a adigdo de um agente bifuncional para se reticular
com a enzima adsorvida, servindo como protegdo para a mesma (FILHO et al., 2008;
GUIDINI et al., 2010).

3.3.6 Suportes para imobilizagao

A maior contribui¢do para o bom desempenho da enzima imobilizada é dada pelo
suporte e, apesar de existirem inimeros materiais que podem ser aplicados na imobilizacao de
enzimas, a sua escolha dependera, essencialmente, das caracteristicas peculiares da enzima e
das condigdes de uso da biomolécula imobilizada (MILETIC et al., 2009).

De modo geral, os requisitos basicos para um material ser considerado um suporte
adequado sao: elevada area superficial, permeabilidade, estabilidade guimica e mecéanicas,
boas condi¢bes operacionais, capacidade de regeneracdo, custo, morfologia e composicao,
natureza hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, alta densidade de
grupos reativos presentes na superficie dos mesmos, dentre outras (MATEO et al.,
2007;MENDES et al., 2011; TALBERT; GODDARD, 2012).

De acordo com a sua origem, 0s suportes podem ser classificados como materiais
organicos e inorganicos. Quanto a sua morfologia, esses podem ser porosos, ndo porosos e de
estrutura de gel (MATEO et al., 2007; MENDES, et al., 2011).

Os suportes ndo porosos apresentam como principal vantagem a acomodacdo das
moléculas de enzima apenas na sua superficie externa, o que facilita a interacdo do catalisador
com o substrato. No entanto, a pequena area superficial exibida por estes suportes € sua mais
notdéria desvantagem (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MATEO et
al.,2007; MENDES et al., 2011).

Os materiais porosos apresentam como principal vantagem sua elevada area
superficial interna disponivel para a imobilizacdo de enzimas. Contudo, é importante ter

atencdo para o diametro dos poros do suporte, de modo que esses sejam suficientemente
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grandes para acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato (DALLA-
VECCHIA;NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Como inconveniente do uso dos suportes porosos, tem-se possiveis problemas
relacionados a limitagdes difusionais, uma vez que o substrato além de se difundir do seio da
solucdo para a superficie externa, deverd difundir-se também para o interior dos poros do
suporte, no qual grande parte das moléculas do catalisador estdo situadas. Todavia, a
localizagdo das enzimas no interior dos poros, também lhes conferem uma protecao frente a
eventuais condicdes adversas do meio reacional (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO;SOLDI, 2004; MATEO et al., 2007; MENDES et al., 2011).

Dentre os diferentes suportes que podem ser empregados na imobilizagcdo de enzimas,
este trabalho ird destacar o Carvdo Ativado Granular (CAG), suporte poroso, muito utilizado
para a adsorcao de poluentes, incluindo o fenol, e largamente utilizado no tratamento de agua

e efluentes.

3.4 Carvéao Ativado

Carvao Ativado pode ser definido como “uma ampla faixa de materiais a base de
carbono amorfo preparados de tal forma que exibem um alto grau de porosidade e uma
extensa area superficial” (CECEN e AKTAS, 2012). Grande parte dos carvdes ativados é
produzida a partir de matérias-prima contendo carbono, tais como cascas de nozes, madeira,
carvao vegetal, lodos de esgoto sanitario e residuos de petréleo. As impurezas ndo
carbonéceas presentes na matéria-prima sdo removidas e a sua superficie sofre oxidagdo

térmica durante o processo de ativacao.

O processo de obtencdo do carvdo ativado ocorre em duas etapas bésicas: a
carbonizacdo pela pirdlise do precursor e a ativacdo propriamente dita (CLAUDINO, 2003).
A carbonizacdo consiste na pirolise (tratamento térmico) da matéria-prima, em atmosfera
inerte, a uma temperatura superior a 200°C, podendo chegar até 700-800 °C. Nesta etapa séo
removidos componentes volateis e gases leves (CO, H,, CO,, CH,4), gerando uma massa de
carbono fixo e uma estrutura porosa priméria, favorecendo a etapa de ativagdo. O produto da
etapa de pirolise em geral apresenta uma pequena capacidade de adsorcdo, pois seus

intersticios livres sdo ocupados ou parcialmente bloqueados com carbono desorganizado ou
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outros produtos da decomposicdo (RODRIGUES-REINOSO E SABIO-MOLINA, 1998;
WIGMANS, 1989).

A etapa de ativacdo consiste em submeter o material carbonizado a reacdes
secundarias visando obter o aumento da area superficial. E nesta etapa que ocorre 0 aumento
da porosidade do carvdo sendo por isso considerada a etapa fundamental. Durante este
processo é desejavel um controle das caracteristicas basicas do material (distribuicdo de
poros, area superficial especifica, atividade quimica da superficie, resisténcia mecanica, etc.)

de acordo com a configuracéo requerida para uma aplicacéo especifica (SOARES, 2001).

Existem dois tipos de ativacdo, a ativacdo quimica e a ativacdo fisica. A ativacao
quimica envolve a impregnacdo de agentes como &cido fosférico, hidroxido de potéssio e
cloreto de zinco, geralmente sobre o material carbonizado e, em seguida, a remoc¢édo destes
agentes, por extracdo (reacdo com acidos, no caso do ZnCl,, e neutralizacdo, no caso do
H3PO,) ou por outro meio, 0 que expde a estrutura porosa do carvao ativado (NASRIN et al.,
2000). Ja a ativacdo fisica consiste na exposi¢cdo do material carbonizado a gases oxidantes
como vapor d'adgua, didxido de carbono, ar ou qualquer mistura desses gases, em uma faixa de
temperatura entre 800 °C e 1.100 °C. O carbono desorganizado contido no material
carbonizado é o primeiro a reagir com os gases do processo de ativacdo, expondo a superficie
dos cristalitos elementares a acdo dos gases, criando uma estrutura porosa nas particulas de
carvdo (TCHOBANOGLOUS, BURTON E STENSEL, 2004).

O processo de ativacdo cria, dentro de cada particula de carvéo, poros seletivamente
dimensionados, que proporcionam a area superficial interna onde a adsorcdo ocorre. Os
tamanhos de poros resultantes séo definidos como: Macroporos> 25 nm, Mesoporos>1 nm e

< 25 nm e Microporos< 1 nm.

As propriedades adsorventes e as propriedades quimicas derivam da estrutura e da
composicdo do carvéo ativado. As propriedades adsorventes se devem principalmente a alta
superficie interna do carvéo ativado, onde as moléculas de gas e soluto se movem desde o
fluido até o interior da particula, e se unem na superficie do carvédo principalmente por forcas
de dispersdo. De forma que a concentragdo do gas e do soluto na interface e mais alta do que a
do fluido.

Sua alta capacidade de adsorcdo estéd associada principalmente com a distribuicdo do
tamanho dos poros, area superficial e volume de poros (SOARES, 1998). Este material é
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utilizado com freqliéncia em processos de purificacdo, desodorizacdo, descoloragéo,

desintoxicacao e separacao.

A adsorcdo em carvdo ativado é um processo bem conhecido para eliminacdo de
contaminantes organicos de efluentes liquidos, incluindo aguas residuarias coloridas das
industrias téxteis e efluentes de industrias quimicas e petroquimicas. A adsor¢cdo de
compostos organicos de solugdes aquosas sobre carvao ativado € resultado das propriedades
hidrofobicas do adsorvente e /ou alta afinidade dos compostos organicos pelo adsorvente
(CHANG et al., 1981).

Durante 0 seu uso, 0 carvao torna-se gradativamente saturado com as espécies
adsorvidas (adsorbatos), de tal forma que vai perdendo sua capacidade adsortiva. Isto ocorre
guando a particula de carvao estiver em equilibrio com a solucéo circundante, ou seja, quando
todos os sitios disponiveis estiverem ocupados. A aplicacdo econémica do carvdo ativado
depende de uma maneira eficiente de regeneracdo e reativacdo do carvao apds a saturagdo ser
atingida. O método mais comum para a restauracdo de capacidade é a regeneragdo térmica ou
reativacdo (TCHOBANOGLOUS, BURTON e STENSEL, 2004).

3.4.1 Tipos de Carvéo Ativado

O carvao ativado pode apresentar-se como carvao ativado em p6 (CAP), carvdo
ativado granular (CAG) ou carvéo ativado pelotizado, sendo este Ultimo pouco utilizado em
tratamento de &guas e efluentes (Figura 8). Segundo alguns autores, as propriedades de
adsorcao desses carvoes sdo fundamentalmente semelhantes, uma vez que estas dependem do
tamanho do poro e da éarea de superficie interna destes poros, 0s quais por sua vez sdo
independentes do tamanho global da particula (CLARK e LYKINS JR., 1991).

(@)

Figura 8 : Tipos de carvao ativado: (a) em po; (b) granular; (c) pelotizado
(SHARMA,2011).
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3.4.1.1. Carvdo ativado em p6 (CAP)

O Carvao Ativado em pé (CAP) é definido pela American Water Works Association
Standard como particulas de carvdo cominuidas tal que 95-100% destas passam atraves de
uma determinada peneira de 0,297 mm; enquanto a ASTM D5158 adota a peneira de
0,177mm, e ja para vérios autores, o diametro do carvdo ativado em p6 é menor que 0,074
mm (TCHOBANOGLOUS, BURTON E STENSEL, 2004; CECEN E AKTAS, 2012;
CAVALCANTI, 2012).

O carvao ativado em p6 encontra ampla aplicagdo no tratamento de efluentes, sendo
adicionado aos lodos ativados ou entrando em contato com o efluente em uma unidade
separada. Quando o CAP atua na etapa de coagulacdo associada a coagulantes para fracdes
coloidais na fase liquida sua regeneracdo pode ser um tanto quanto dificil, uma vez que as

particulas coloidais precisam ser separadas antes da regeneracao.

Em geral, o carvdo ativado em pd é dosado em uma corrente de processo, seja ela
liquida ou gasosa, e ap6s o0 periodo de contato estabelecido, é separado por filtracdo, ciclones
ou sedimentacdo. A escolha para seu uso é feita em funcdo de tempo de contato requerido,
sistema de dosagem, dosagem em estdgio Unico ou multiestagios, separacdo do carvdo e
medidas de seguranca (CRITTENDEN et al., 2005; NORIT, 2012)

3.4.1.2 Carvéo Ativado Granular (CAG)

O carvao ativado granular (CAG) é definido por Norit (2012) como um carvao ativado
que apresenta pelo menos 90% de suas particulas com tamanho maior que 0,177 mm. Alguns
autores definem que as particulas de CAG tém tamanhos variando de 0,1 a 5 mm
(TCHOBANOGLOUS, BURTON E STENSEL, 2004; CECEN E AKTAS, 2012;
CAVALCANTI, 2012).

O CAG ¢ designado pelo tamanho das malhas das peneiras tais como 2,38 mm X
0,841mm; 0,841 mm x 0,420 mm ou 2,38 mm x 0,595 mm para as aplicacdes em fase liquida
e 4,76mm x 3,36 mm; 4,76 mm x 2,38 mm ou 4,76 mm x 2,00 mm para as aplicacdes na fase
vapor. Em carvdo ativado, as granulometrias mais comuns (ndo padronizadas) estéo
compreendidas nas seguintes faixas de abertura de peneiras: 5,66 mm x 3,36 mm; 5,66 mm X
2,38 mm; 3,36mm x 2,00 mm; 3,36 mm x 1,68 mm; 2,38 mm x 1,19 mm; 2,38 mm x 0,595
mm; 1,68 mm x0,707 mm; 1,68 mm x 0,420 mm; 0,841 mm x 0,420 mm; 0,841 mm x 0,297
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mm; 0,595 mm x0,250 mm e 0,420 mm x 0,177 mm. Os tamanhos de particula na faixa de

1,68 mm x 0,420 mm sdo vantajosos para a adsorcdo em fase liquida.

O CAG se encontra normalmente na forma de graos derivados de carvédo ou de cascas
de nozes, porém também pode ser preparado pela granulacdo de carvado pulverizado com o
auxilio de um ligante, tal como piche de alcatrdo de carvdo. A etapa limitante na taxa de
adsorcdo em fase liquida para o CAG frequentemente ¢ a difusdo intraparticula, ao contrério
da adsorcdo em fase liquida com CAP (CECEN e AKTAS, 2012). Cada carvdo ativado
granular disponivel comercialmente tem propriedades que o torna mais adequado para certas
aplicacdes do que outros (CLARK e LYKINS JR., 1991).

O carvédo ativado granular é principalmente utilizado em filtros de leito fixo, ou
alternativamente em filtros de leitos moveis. Algumas das questdes envolvidas no projeto e
operacdo destes filtros sdo: tempo de contato requerido ou velocidade espacial hidraulica,
vasos de filtracdo permanentes ou moveis, facilidades para carregamento e descarregamento
de carvao nos filtros e as medidas de seguranca. Além disso, uma consideracdo critica em
relacdo ao CAG refere-se a possibilidade de regeneragdo, in situ ou “off-site” do carvédo
ativado granular, tendo que ser analisado qual opc¢édo interfere menos durante a operacao e
também o custo dessas duas possibilidades de regeneracdo.(CRITTENDEN et al., 2005;
NORIT, 2012).

3.4.2 Aplicacdo do Carvédo Ativado na imobilizacdo de enzimas

Nos ultimos anos, os carvles ativados granulares vém sendo utilizados de forma
eficiente como suporte para imobiliza¢do de enzimas em especial devido a presenca de poros

e uma grande &rea superficial

Silva et al. (2005) estudaram a imobilizagdo da enzima pancreatina comercial, por
adsorcdo, em carvao ativado granular comercial e em alumina em diferentes condicdes de
imobilizacdo (30, 60 e 90min a 25°C, e 12h a 5°C) visando seu uso na hidrolizagdo do soro de
leite. Os autores verificaram a taxa de imobilizacdo determinando indiretamente a enzima néo
adsorvida nos suportes. Para a imobilizagdo em carvao ativado, os autores ndo verificaram
uma diferenca significativa entre as condigdes testadas, tendo-se obtido até 100% de

imobilizagéo enzimatica.
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além disso, os autores foram capazes de reutilizar a enzima imobilizada por até 5 vezes antes

da eficiéncia do processo de hidrolizacdo do soro de leite ficar abaixo de 50%.

Kennedy et al. (2007) estudaram o comportamento da imobilizacdo da tirosinase
extraida de Solanum tuberosum, um tipo de batata, em duas matrizes de carvdo ativado
granular mesoporoso, um com uma area superficial grande e outro com menor area
superficial, variando a atividade enzimatica inicial, a temperatura e o pH. Os autores
concluiram que o suporte com a maior area superficial apresentou a melhor imobilizacdo e
conseguiram os melhores resultados utilizando 300 U/mL de atividade enzimatica, a um pH
igual a 5 e a 40°C.

Naranjo et al. (2010) utilizaram carvao ativado granular sintetizado em laboratorio,
utilizando o endocarpo do coco como material precursor de carbono, para a imobilizacdo de
lipase, sendo o biocatalisador aplicado na sintese de biodiesel. Os resultados mostraram uma
capacidade de imobilizacdo de 95% da lipase sob o suporte. A utilizacdo da lipase imobilizada
em carvao ativado resultou em um maior geracdo de biodiesel, a partir da transesterificacao

do éleo de palma, quando comparada com a enzima em sua forma soltvel.

Prieto et al. (2014) utilizaram carvéo ativado em p6 comercial pré-tratado com acidos
para a imobilizacdo de B-galactosidase comercial, estudando a influéncia do pré-tratamento,
da concentracdo inicial de enzima e da quantidade de CAP na eficiéncia de imobilizacdo. Os
autores verificaram que o pré-tratamento do CAP melhorou a capacidade do CAP de manter a
enzima adsorvida em sua superficie. A maior eficiéncia de imobilizacao foi de 54%, apos 5
minutos de imobilizacdo, utilizando 1% em massa de CAP, a 30°C de tempertura, pH=4,5 e
concentracdo inicial de enzima de 0,12 g/L. Os autores concluiram que os resultados
encontrados por ele foram interessantes no ponto de vista industrial, quando comparado com a
literatura pois obtiveram a mesma eficiéncia de imobilizacdo de quando se utilizado suportes

caros, partindo de um suporte de baixo custo e com um tempo de contato muito curto.

Brito (2016) avaliou o processo de imobilizacdo de lipase utilizando carvéo ativado
granular sintetizado em laboratorio, utilizando o caro¢o do caja como precursor de carbono.
Os carvOes foram preparados pelo método de ativacdo quimica utilizando o acido fosforico
(H3PO4) ou hidroxido de potassio (KOH) como agentes de ativacdo. As melhores condicdes
de imobilizacdo para suporte obtido a partir da impregnagdo acida foram: tempo 80 minutos,
pH 3,5, concentracdo inicial de lipase 4000 mg.L™?, apresentando atividade enzimatica
méaxima de 278,4 U/g de CAG nas condi¢Oes ideais, . O suporte sintetizado por meio da
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ativacdo basica, apresentou uma atividade maxima de 270,0 U/g de CAG com o tempo de
120 minutos em pH 5, e atividade inicial 4000 mg.L™. O autor concluiu que CAGs obtidos a
partir do caroco de caja, possuem potencial para serem empregados no processo de
imobilizacdo da lipase, tendo em vista que enzimas imobilizadas mostraram boa atividade

enzimatica.
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4 Procedimentos experimentais

4.1 Equipamentos

Para realizagdo dos ensaios experimentais foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Balanca eletronica (FA-2104N, Bioprecisa);

e Estufa microprocessada de secagem (Quimis);
e Placa de aquecimento e agitacdo (Quimis);

e Agitador orbital (Thomas);

e Espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800);

e Liquidificador inox (Croydon Industrial Ltda);
e Shaker (Cientec CT-712R)

4.2 Materiais

4.2.1 Fonte da enzima tirosinase: extrato enzimatico do macro fungo Agaricus
bisporus

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados corpos de frutificacdo do
Agaricus bisporus, conhecido como champignons de Paris, in natura, adquiridos no Hortifruti
Mercado Valqueire. Cada lote adquirido continha 1kg e os cogumelos apresentavam corpos
de frutificacdo brancos com alguns tons amarronzados. Apds a compra os cogumelos foram
estocados em refrigerador a 4°C por no maximo 5 dias até sua utilizacdo na extracao

enzimatica da tirosinase.

4.2.2 Carvao Ativado Granular

Entre ensaios de imobilizacdo da enzima tirosinase e ensaios de remocéo de fenol por

adsorcéo foram utilizados 3 tipos de carvéo ativado granular comercial:

(a) Carvao Ativado Granular CARBOTRAT AP

O carvao ativado granular Carbotrat AP é de origem brasileira. Foi fornecido pela

IndUstria Quimica Carbonifera Criciuma S.A. E feito a partir do carvdo antracito, que é um
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composto mineral, sendo destinado ao tratamento de agua potavel (Figura 9). A Tabela 3

apresenta as especificagdes técnicas deste tipo de carvao fornecidas pela industria.

Tabela 3: Especificacdes do Carvdo Ativado Granular CARBOTRAT AP (Carbonifera
Criciima, 2015)

Especificacdes

Cinzas (%) Max. 10
Umidade (%) Max. 2,5
Peso Especifico Aparente (g/cm3) 1,4
Dureza (Moh) 2,7
Granulometrias (mm) 08-1,1

Figura 9: Carvio Ativado Granular Carbotrat AP

(b) Carvéo Ativado Granular CARBOMAFRA 119

O carvao ativado CARBOMAFRA 119 (Figura 10) usado € de origem brasileira. Foi
fornecido pela Industria Quimica Carbomafra S.A. situada no estado de Santa Catarina, sendo
um dos principais produtores de carvdo ativado do pais. E um carvdo ativado granular,
produzido a partir da casca de coco. A Tabela 4 apresenta as especificacdes técnicas deste tipo

de carvao fornecidas pela inddstria.



Tabela 4: do Carvdo Ativado

(CARBOMAFRA, 2014)

Especificacdes
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Granular CARBOMAFRA 119

Especificacdes

NUmero de lodo (mg I,/g)
Cinzas (%)
Umidade (%)
Peso Especifico Aparente (g/cms)
Dureza (%)

Granulometrias (mm)

850 a 950
Max. 10
Max. 10

0,5-0,05
Min. 90

0,42 -1,66

Figura 10: Carvéo Ativado Granular Carbomafra 119

(c) Carvéo Ativado Granular Norit® 1240

O carvao ativado granular Norit®(Figura 11) é de origem estrangeira. Foi fornecido

pela empresa Cabot Corporation, com sede nos Estados Unidos. E feito a partir do carvéo

betuminoso, de origem mineral, e é muito utilizado para a remogdo de compostos fendlicos e

para a remocgao de odores e compostos que conferem coloragdo em efluentes industriais. A

Tabela 5 apresenta as especificagdes técnicas deste tipo de carvéao fornecidas pela Cabot.

Tabela 5: Especificacdes do Carvado Ativado Granular Norit®1240 (NORIT, 2012)
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Especificagdes

Numero de lodo (mg I,/g) min. 950

Cinzas (%) Max. 10
Umidade (%) Max. 5
Peso Especifico Aparente
5 0,47
(g/cm?)
Dureza (%) 97
Granulometrias (mm) 0,42 -1,68

Figura 11: Carvao Ativado Granular GranularNorit® 1240

4.3 Métodos

4.3.1 Método de extracdo da enzima tirosinase presente no fungo Agaricus

bisporus

O método de extracdo da tirosinase presente no Agaricus bisporus mais eficiente, de
acordo com a literatura, e, portanto, 0 método de extracdo utilizado, foi o procedimento
desenvolvido por Kameda (2003). Os corpos de frutificagdo do Agaricus bisporus foram
triturados em acetona gelada na concentracdo 1:1 (g/mL) e o preparado foi filtrado em papel
de filtro (whatman n° 1) a vacuo. Em seguida, a pasta resultante foi congelada por 24 ha 0 °C
e posteriormente ressuspensa em agua destilada e resfriada por 24 h a 4 °C, originando assim
0 extrato enzimatico. Foram retiradas aliquotas de 1,0mL do extrato obtido para a

determinacéo da atividade enzimatica, descrita no item 4.3.2.
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4.3.2 Determinacdo da Atividade Enzimatica da tirosinase

A medida da atividade enzimatica da tirosinase foi determinada seguindo o
procedimento adaptado de Santos (2012). Foi retirada uma aliquota de 1 mL do extrato bruto
enzimatico seguida da preparacéao de dilui¢cGes de 1:10 em solucdo tampao de fosfato de sédio
0.2 M a pH 7. Em um becker de 10 mL foram adicionados 5.5 mL da solu¢do do tampé&o
fosfato de sddio 0.2M a pH 7, 1.5 mL de solucdo de L-tirosina 1.2 mM e 1 mL do extrato
enzimatico previamente diluido. A mistura foi imediatamente vertida em cubeta de quartzo e
levada ao espectrofotdmetro para analise, onde a variacdo da absorbancia resultante da reacéo
da enzima do extrato enzimatico com o substrato L-tirosina, foi lida em comprimento de
onda(A) de 280 nm em intervalos de 30 segundos durante pelo menos 10 minutos. O
procedimento descrito foi realizado para o extrato bruto e para as solu¢fes enzimaticas feitas

a partir do extrato bruto, geralmente em duplicata.

Para o calculo da atividade a equacdo 1 foi utilizada:

A= (Abs{—Abs;)x1000xDg U/mL (Equagéo 1)

(t2—t1)xVEg

Onde, Abs; é absorbancia inicial, Abs; é absorbéncia final, t; € o tempo inicial, t, € o tempo

final, Ve é o volume de solucdo enzimatica e Dg € o fator de diluicdo da solucdo enzimatica.

Uma unidade de atividade enzimatica é definida como sendo a quantidade de enzima

que provoca o aumento de 0.001 na absorbancia a 280 nm por minuto.

4.3.3 Caracterizacdo do Suporte Carbotrat AP

A Caracterizagdo da Superficie do Carvao Ativado Granular Carbotrat AP foi obtida
através da Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), realizada pelo aparelho de
MEV da Marca Phillips XL30, no Laboratorio de Processos de Separagdo com Membranas e
Polimeros (PAM), localizado na COPPE, UFRJ, fornecendo as fotografias de superficie dos
mesmos e através da analise da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier,
realizada também no Laboratorio de Processos de Separacdo com Membranas e Polimeros
(PAM), localizado na COPPE, UFRJ.
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4.3.4 Método de imobilizacdo enzimética por adsor¢do em carvéo ativado

granular

O método de imobilizacdo por adsor¢do utilizando carvédo ativado granular como suporte
foi desenvolvido por Silva (2005) e sua escolha se baseou em sua eficiéncia de imobilizagéo

referente a outras metodologias encontradas na literatura.

Para a imobilizacdo foram colocados em um béquer uma quantidade determinada de
suporte e 50 mL de solucdo de extrato bruto enzimatico, contendo em média uma atividade
enzimatica de 3.000 U, em tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0. Deixou-se em contato por um
periodo determinado, em agitacdo constante. Ap6s o periodo de contato, centrifugou-se a
4.000 RPM por 10min, a 25 °C, seguida de filtracdo a vacuo. Foram preparados brancos,
utilizando tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0, no lugar da solucdo enzimatica, nas mesmas
condicdes para os testes em diferentes tempos de contato. Foram tomadas amostras de tempo

em tempo para anélise da atividade enzimatica, feita em duplicata.

A taxa de imobilizagdo da enzima no carvéo ativado foi feita de forma indireta, a partir
dos dados de atividade enzimética residual (U) da solugdo enzimética. E utilizado um método
indireto de célculo devido ao fato de ndo ser possivel determinar a atividade enzimatica da
enzima imobilizada no suporte (SILVA et al., 2005; KENNEDY et al., 2007; KUMAR et al.,
2010). O célculo utilizado foi:

Taxa de imobilizacdo(%) = U‘TUf x 100  (Equagdo 2)

onde Uj, é a atividade enzimatica inicial da solucdo no tempo 0 e U; é a atividade enzimatica

residual no tempo x.

4.3.5 Influéncia da quantidade de suporte na imobilizacéo
A avaliacdo foi realizada utilizando a metodologia descrita na sec¢éo 4.3.4 e variando a

massa do suporte utilizado em 2,5g, 5g e 10g.

4.3.6 Influéncia do tempo de contato e velocidade de agitacdo na imobilizacéo
A avaliacdo foi feita utilizando a metodologia descrita na se¢do 4.3.4, colocando em
um béquer 10 g do suporte e 50 mL de solugdo de extrato bruto enziméatico, contendo em

média uma atividade enzimatica de 3.000 U, em tampdo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0. Deixou-se
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em contato por 30min, 60min e 90min, a 25°C, e em agitacdo de 100, 150, 200 e 300 RPM, a
fim de avaliar esses pardmetros. Foram tomadas amostras de tempo em tempo para anélise da

atividade enzimatica, feita em duplicata.

4.3.7. Determinacdo da Concentracao de Fenol

A concentracdo do fenol das solugdes foi determinada pelo método colorimétrico
direto descrito no Standard Methods (APHA, 1995), empregando o reagente 4-amino-
antipirina como agente complexante. Este método permite a dosagem de fenol simples e

fendis substituidos, exceto na posicao para.

A quantificagdo do fenol foi realizada pela adi¢do de 250 pl de hidroxido de aménio
(NH;OH) 0,5 M a 10 ml da solucéo padréo, 4gua destilada ou tampéo fosfato de sédio pH 7,0.
Posteriormente, foram adicionados 100 ul da solucdo de 4-amino-antipirina a 2 % (p/v) e 100
pl da solucdo de ferricianeto de potassio a 8 % (p/v). O pH foi ajustado para 7,9 (£ 0,1) pela
adicdo de hidréxido de aménio 0,5M ou solucdo tampdo fosfato de potéssio pH 6,8. Apds 15
minutos, a absorbancia da solugdo foi lida em espectrofotdometro em comprimento de onde (A)
de 500 nm.

A fim de construir a curva padrdo (Figura 12) do método utilizado, as solucdes de
fenol, com concentracdes de 1 a 5 ppm, foram preparadas a partir de dilui¢bes de uma solugéo
mée de 100 ppm em tampao fosfato de sodio pH 7,0. O branco da reacdo consistiu de somente

0 tampéo .
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Figura 12: Curva padrdo de dosagem de fenol utilizando o método colorimétrico direto

descrito no Standard Methods.

4.3.8 Determinacdo da Quantidade de proteina

A determinacdo da quantidade de proteina foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). O método se baseia na interacdo entre o corante azul brilhante de comassie
G-250 (BG-250) e proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais bésicas ou
aromaticas. A reacdo provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma antdnica,
que absorve fortemente em 595nm, o azul brilhante de comassie G-250 se converte da cor

vermelha pra a cor azul apds ligacdo a proteina.

A dosagem de proteinas foi feita adicionando 5 mL do reagente de Bradford (Sigma),
que consiste em 100 mg do azul brilhante de comassie G-250 dissolvido em 50 mL de etanol
100 %, 100 mL de acido fosférico 85 % e agua mili-Q qsp 1000 mL, em 100 pL de amostra.
Apo6s 5 minutos, a absorbancia da solugdo foi lida em espectrofotdmetro em comprimento de
onde (A) de 595 nm, em duplicata.

A absorbancia medida foi correlacionada com uma curva padrdo (Figura 13), obtendo-
se a concentracdo de proteinas da amostra analisada. A curva padrao foi construida utilizando-
se albumina bovina (10 - 100 pg de albumina em 100 pL de solucdo A (solucdo de 1 mg/mL
de albumina bovina em NaCl 0,5 M).
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Figura 13: Curva padrdo de quantificacdo de proteina obtida pelo método de Bradford usando

albumina bovina como padréo

4.3.9 Oxidagdo enzimética do fenol utilizando enzima imobilizada

O ensaio de oxidacdo enzimatica foi realizado adicionando a enzima imobilizada em
carvao ativado, com uma atividade média de 1.500 U e 10 g de suporte em uma solu¢édo
aquosa de fenol em concentrac6es variando de 10 a 100 ppm, com um de 7,0, mantidas a uma
agitacdo constante de 150 RPM. Os ensaios tiveram uma duragéo de 2 horas e ocorreram na
temperatura ambiente de 25°C. Foram coletadas amostras a cada determinado periodo de

tempo para ser analisadas quanto a quantidade de fenol restante nas solu¢6es, em duplicata.

4.3.10 Oxidacao enzimatica do fenol utilizando enzima livre

O ensaio de oxidacdo enzimatica com a enzima livre foi realizado adicionando um
volume de extrato bruto de forma a se ter aproximadamente 1.500 U de atividade enzimatica
da tirosinase, em uma solugdo de 10 ppm de fenol, pH de 7,0, mantida a uma agitacdo
constante de 150 RPM, durante 2 horas, em temperatura de 25 °C. A cada 10 minutos foi
removido uma aliquota para a determinacdo da quantidade de fenol restante na solucéo

aquosa, pelo método colorimétrico.
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4.3.11 Adsorcao do fenol utilizando Carvédo Ativado Granular (CAG)

O ensaio de adsorcdo foi realizado adicionando carvdo ativado granular em uma
solucéo de 10 ppm de fenol, de modo que a concentracao fosse de 20g de CAG/ L de solucéo.
O sistema foi mantido a uma agitacdo constante de 150 RPM, durante 2 horas, sendo tomadas
amostras em intervalos de 10 minutos para anélise de quantidade de fenol residual. Os CAG
utilizados nos ensaios de adsor¢do foram CAG Carbotrat AP e CAG Norit 1240W®.

4.3.12 Determinagdo da remogéo do fenol

A remocdo de fenol foi calculada utilizando a seguinte equacao:

[Fenol];—[Fenol]
[Fenol];

L % 100 (Equacdo 3)

Remocao de fenol (%) =

Onde, [Fenol]; € a concentragdo de fenol inicial na solucdo aquosa e [Fenol], € a é a

concentragéo de fenol final na solugéo aquosa.

4.3.13 Reutilizacdo do Suporte
Antes de reutilizar o suporte em novas imobilizacdes ele passava pelas seguintes
etapas a fim de garantir que qualquer enzima ainda imobilizada ndo apresentasse mais

atividade enzimatica:

Solugao 100 Enzima
ppm de fenol imobilizada

Agitacéo o Lavagem com Lavagem com
: Filtragdoa . .

superiora VACUO tampéo pH agua

150 RPM 7,0 destilada

Suporte a ser Dessecador Filtracéo a
reutilizado (24h) vacuo

Figura 14: Etapas para reutilizagdo do suporte usado
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Atividade enzimatica dos extratos brutos obtidos
Para a realizacdo dos experimentos, foram feitas trés extracGes de trés lotes diferentes

de cogumelo Agaricus bisporus, gerando 6 extratos brutos, uma vez que cada extragdo
resultava em 2 extratos brutos, como descrito nos procedimentos experimentais. Em todas as
extracOes, o valor de atividade enzimatica do 2° extrato obtido foi mais alta que o 1° (Tabela
6). Este resultado também foi encontrado na literatura (SILVA, 2009; BOTELHO, 2010;
SANTOS, 2012). Os valores minimos e maximos para as atividades enziméticas dos extratos

foram, respectivamente 420 e 1340 U/mL.

Tabela 6: Valores da atividade enzimética da tirosinase dos extratos obtidos a partir dos 3

lotes de cogumelos

Atividade
Lote Extratos Enzimatica
(U/ml)
632
1245
420
1340
650
1054

N PN PN -

A enzima tirosinase, encontrada no cogumelo Agaricus bisporus, € uma enzima
intracelular, presente no citoplasma do cogumelo (SILVA, 2009). O maior valor de atividade
enzimatica dos segundos extratos pode ser explicado pelo fato que durante a incubagdo da
segunda ressuspensdo para a obtencdo do segundo extrato ocorra um maior rompimento

celular, promovendo uma maior difusdo da enzima ao meio externo.

5.2 Influéncia da agitacéo e tempo de contato para a imobilizacdo
Foram feitos ensaios de imobilizagdo, usando como suporte o Carvdo Ativado

Granular Carbotrat AP, na quantidade de 10 g e uma solucdo enzimatica com 3.000 U de
atividade, feita a partir do extrato bruto em trés tempos diferentes, 30, 60 e 90 minutos.

Alguns autores observaram que, durante a imobilizagéo de enzimas em CAG, a porcentagem
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de enzimas imobilizadas se estabiliza em até 90 minutos de tempo de contato (SILVA et al.,
2005; KENNEDY et al.,2007; KUMAR et al., 2010).

Pode se observar que a taxa de imobilizacdo aumenta com o tempo, indicando a
imobilizacdo da enzima contida no extrato bruto no suporte e que a maior taxa de

imobilizacdo ocorre no tempo de 90 minutos. resultado similar ao encontrado por KENNEDY
(2007).

A Figura 15 apresenta os resultados da taxa de imobilizacdo obtidas, sendo observado

que quanto maior o tempo de contato, maior a taxa de imobiliza¢do da enzima no suporte.

60
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=
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=
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E =890 minutos
- —
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g 30 minutos
—
- 20
= ”~
- F
= .
— 10
0 ™
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Figura 15: Variacdo da taxa de imobiliza¢do da enzima em suporte Carbotrat AP em relacéo
ao tempo de contato em tempos de contato final de 30,60 e 90 minutos.

A partir desses resultados, tem-se que o melhor tempo de contato é o tempo de 90
minutos, onde a atividade enzimatica da enzima imobilizada no suporte foi de 1.604 U, com
uma taxa de imobilizacdo de mais de 50%, resultado similar ao encontrado por Kennedy
(2007), porém abaixo dos resultados encontrados por Silva (2005) e Kumar (2007),
ressaltando que estes autores trabalharam com outros tipos de enzimas.

Para a escolha da melhor agitacdo, foram feitos ensaios de imobilizacdo usando como
suporte o Carvao Ativado Granular Carbotrat AP, na quantidade de 10 g e uma solugéo
enzimatica com £ 3.000 U de atividade, com o tempo de contato de 90 minutos e variando a
agitacdo em 100, 150, 200 e 300 RPM. A Tabela 7 apresenta as taxas de imobilizagédo
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encontradas em agitacdes diferentes apos o tempo de contato entre a solugdo enzimatica e

suporte.

Tabela 7: Variagcdo da Taxa de imobilizacdo e da atividade enzimatica da enzima imobilizada

em relacdo a agitacao do sistema

Atividade Taxa de
Agitacédo (RPM) o Imobilizacdo
Enzimatica (U) (%)
100 900 30
150 1650 55
200 1590 53
300 1200 40

A pior taxa de imobilizacdo foi obtida usando uma agitacdo de 100 RPM, ao utilizar
uma agitacdo de 150 e 200 RPM foi possivel obter uma taxa de imobilizacdo acima de 50%
enquanto utilizando uma agitacao de 300 RPM, a taxa de imobilizacdo ficou em 40%. A baixa
eficiéncia de oxidacdo para baixa velocidade de agitacdo deve-se a mistura insuficiente da
Tirosinase com fenol aquoso. Para valores maiores de agitacdo observa-se a inativacdo
mecanica da enzima que ocorre devido ao aumento da area de contato da enzima com ar e
com as superficies do erlenmeyer. Este fenémeno foi relatado por COLOMBIE et al. (2001),
CHAVITA (2010), MENONCIN et al. (2009) e SILVA etal. (2005) .

A partir dos dados obtidos, foi escolhido o tempo de contato de 90 minutos e a
agitacdo do sistema de 150 RPM para as posteriores imobilizacdes por apresentarem o melhor
resultado em relacdo a taxa de imobilizacdo, quantidade de enzima imobilizada, em termos de
unidades de atividade enziméatica (U), em relacdo a atividade enzimatica da solucéo
enzimatica preparada a partir do extrato bruto.

5.3 Influéncia da origem do Carvéo Ativado Granular na imobilizagdo

Foram feitos ensaios de imobilizagcdo, com as mesmas condic¢des dos ensaios descritos
na secdo 4.3.4, desta vez mantendo o tempo de contato em 90 minutos e a agitacdo em 150
RPM e variando o tipo de suporte. Foram utilizados o CAG Carbomafra 119, de origem

vegetal e 0 CAG Carbotrat AP, de origem mineral. Os ensaios foram realizado sem triplicata.

A Tabela 8 apresenta a comparacgéo das taxas de imobilizacdo obtidas nos ensaios de

imobilizac&o utilizando como suporte 0 CAG Carbotrat AP e CAG Carbomafra 119. A Figura
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16 apresenta o grafico comparando a imobilizacdo que apresentou o melhor resultado
utilizando CAG Carbotrat AP (CAG Mineral) e CARBOMAFRA 119 (CAG Vegetal) como

suporte.

Tabela 8: Comparacéo da taxa de imobilizacdo em suportes diferentes

Taxa de imobilizacao (%)
CAG Carbotrat CAG

Ensaio
Ap Carbomafra 119
1 53 76
2 51 74
3 51 71
B0
m
70 [} =
_—
g 60 m
2. 50 R ¢
=
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g 20 e
&
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Tempo de contato{minutos)

Figura 16: Comparacédo da imobilizacdo da tirosinase utilizando como suporte (a) CAG
Carbotrat AP e (b) CAG CARBOMAFRA 1109, sistema em agitacdo de 150 RPM durante 90

minutos

Através da analise do gréafico presente na Figura 16, pode ser observado que a
imobilizacdo utilizando CAG Carbomafra 119, de origem vegetal, apresenta uma maior
eficiéncia. Segundo Souza (2009) a diferenca na adsorcdo ocorre ndo devido a origem do
carvao ativado (mineral ou vegetal) e sim, em acordo com o modo que ¢é produzido, que gera

caracteristicas diferentes. No caso da imobilizacdo da enzima tirosinase por adsorcéo, a area
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superficial e a polaridade do carvao ativado sdo os diferenciais. Apds a imobilizacdo, o
suporte contendo enzimas foram lavados com agua destilada, passaram por uma filtracdo a
vacuo e armazenados em um recipiente, sob refrigeracdo. A atividade enzimaética da dgua de

lavagem foi analisada, ndo sendo significativa.

Além do ensaio de imobilizacdo realizou-se um ensaio de oxidacdo enzimatica do
fenol, utilizando as enzimas imobilizadas anteriormente em CAG Carbotrat AP e CAG
Carbomafra 119, tendo como atividade enzimatica, 1.565 e 1.605U (CAG Carbotrat AP) e
2.224 e 2.232U (CAG Carbomafra 119). Os ensaios de oxidacdo enzimatica do fenol seguem
o0 procedimento descrito na secdo 4.3.9, utilizando soluges sintéticas com 10 ppm e 60 ppm

de fenol e seus resultados estdo presentes na Tabela 9.

Tabela 9: Resultado do ensaio de oxidacdo enzimatica do fenol

Atividade concentragdo concentragdo

Tipo de Enziméti nicial de  final de fenol Remog&o de
Suporte nzimatica InicClal de Inal de Teno Fenol (%)
(8)] fenol (ppm) (ppm)

CAG 1565 10 - =100
Carbotrat Ap 1605 60 20,28 66,2

CAG 2224 10 - =100
Carbomafra

119 2232 60 18,42 69,3

Como pode ser observado, apesar da imobilizacdo de enzima ser mais eficiente
utilizando como suporte 0 CAG Carbomafra 119, os valores de remocéo do fenol, através da
oxidacdo enzimatica, ndo apresentaram muita diferenca. Uma justificativa seria que as
enzimas presentes no suporte CAG Carbotrat AP pudessem estar mais disponiveis ao

substrato que as enzimas presentes no suporte CAG Carbomafra 119.

O CAG Carbotrat AP, de origem mineral, pode ser até 50 % mais barato que o CAG
Carbomafra 119, de origem vegetal, segundo empresas responsaveis pela venda desses
produtos (CARBOMAFRA, 2015; AQUASTORE,2015). A diferenca de preco é devido
principalmente a especificidade do carvdo ativado, ou seja, onde ele pode ser aplicado
dependendo de sua aplicagdo. Levando em consideracdo os resultados dos testes preliminares,
0 custo dos carvbes e a maior disponibilidade de CAG Carbotrat AP, a maioria das

imobilizacOes subsequentes foram realizadas utilizando este carvdo como suporte.
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5.4 Influéncia da quantidade de suporte na imobilizacéo

Foram realizados testes a fim de verificar a influéncia da quantidade de suporte para a
imobilizacdo. Para isso, utilizou-se o procedimento de imobiliza¢do descrito na secdo 4.3.5,
porém utilizando como quantidade de suporte 2,5 g, 5 g e 10 g. O suporte utilizado foi o
carvdo ativado granular Carbotrat AP e foi analisada a atividade enzimética (U) da solucéo
enzimatica, preparada a partir do extrato bruto, antes da imobilizacéo e apds os 90 minutos de

contato. A Tabela 10 apresenta os resultados dos ensaios:

Tabela 10: Imobilizagdo da enzima utilizando quantidades diferentes de suporte

Quantidade  Atividade Taxa de
de Suporte  enzimatica Imobilizacdo

(@) ©) (%)
1200 40,1

2,5
1233 41,1
; 1509 49,7
1512 50,4
2123 715

10
2118 70,6

Todas as solucbes enziméticas utilizadas para a imobilizagdo apresentavam uma
atividade enzimatica inicial de aproximadamente 3.000 U, sendo aceito variacdes de até 10 %
para mais ou para menos. Estes testes demonstraram que quanto maior a quantidade de
suporte, maior a quantidade de enzima imobilizada, uma vez que a atividade enzimética

aumentou conforme o aumento da massa do suporte.

Essas enzimas imobilizadas foram utilizadas em ensaios de oxidagdo enzimatica do
fenol, sendo analisadas a remocao de fenol de solucdes de 10 e 20 ppm, resultados disponiveis

na Tabela 11, os valores de concentragdo de fenol final sdo valores médios.

Tabela 11: Resultados do ensaio de oxidacdo enzimética do fenol presente em solucbes

sintéticas
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Atividade  Concentracdo Concentracdo

Q;igg?tzdé )d ¢ enzimatica . _d(.e fenol de fenol final Rfer::g:;?%ie

V) inicial (ppm) (ppm)

25 1200 10 0,5 95
1233 20 3,5 82,5

5 1509 10 ~0 ~100
1512 20 2,1 89,5

10 2123 10 ~0 ~100
2118 20 0,4 98

Analisando o resultado e levando em consideracdo que o limite de fenol presente em
efluentes para descarte é de 0,5 ppm, segundo a CONAMA 430/2011, a enzima imobilizada
em 10 g de suporte gera um resultado final abaixo desse limite, enquanto que utilizando 5 g
de CAG esse limite s6 ndo é ultrapassado para uma concentracgdo inicial de fenol de 10 ppm.
O sistema suporte-enzima, onde para a imobilizacdo se utilizou somente 2,5 g do suporte se
mostrou ineficiente para adequar as solugdes sintéticas de10 e 20 ppm ao limite exigido para

descarte. Ainda assim, a remocao de fenol em todos os ensaios foi superior a 80%.

5.5 Caracterizagédo do Suporte Carbotrat AP

As Figuras 17 (a) e 17 (b) mostram as microscopias de varredura eletrénica do carvao
ativado granular Carbotrat AP antes da imobilizacdo, em ampliacGes de 10000 e 2500 vezes e
as Figuras 18 (a) e 18 (b) apresentam as microscopias de varredura eletronica do carvao
ativado granular Carbotrat AP ap6s a imobilizacdo, também em ampliaces de 10000 e 2500

VEZES.
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Figura 17: Analises de imagem do carvao ativado antes da imobilizacéo por adsorgédo

utilizando MEV, (a) ampliacdo de 10000 vezes, (b) ampliagdo de 2500 vezes.

(@)

Figura 18: Analises de imagem do carvao ativado apés a imobilizacdo por adsor¢éo utilizando
MEV, (a) ampliacdo de 10000 vezes, (b) ampliagcdo de 2500 vezes

As andlises de imagem da Figura 17, mais claramente na ampliacdo de 10000 vezes,
mostram uma estrutura homogénea e regular do carvéo ativado. Ja nas imagens da Figura 18,
é possivel observar a presenca de outros componentes na superficie do carvdo ativado

granular, ou seja a adsor¢do da enzima aparenta ser superficial.

A Figura 19 apresenta a comparacao dos espectros de infravermelho do carvéo ativado

antes da imobilizacao (a) e apds a imobilizacdo da enzima tirosinase (b).
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Figura 19: Espectros de Infravermelho do carvao ativado granular Carbotrat AP (a) antes da
imobilizacdo e (b) ap6s a imobilizacdo

E possivel observar algumas diferencas entre os espectros do carvio ativado granular
Carbotrat AP antes e ap0s a imobilizacdo da enzima. O espectro de infravermelho do suporte
apos a imobilizacdo, apresenta picos que indicam a presenca da histidina, que faz parte da
estrutura da tirosinase. Observa-se também que a adsorcdo da enzima nao modificou a
estrutura do carvio ativado. A aparicdo de duas bandas na regido de 3700 - 3600 cm™ no
espectros de Infravermelho do carvéo ativado granular Carbotrat AP ap6s a imobilizacédo (b),
correspondente a fregiiéncia de estiramento da ligacdo N-H, é devido a interacdo da tirosinase
com a matriz de carvdo ativado (KENNEDY et al., 2007). Além disso, a banda que aparece
proximo de 1400 cm™ no espectro do carvéo ativado apds a imobilizacdo (b) é indicativo do
estiramento vibracional da ligacdo C-N, o que confirma a presenca de tirosinase imobilizada
na matriz, nota-se que esta banda estava ausente no espectro do carvdo ativado antes da

imobilizacéo (a).
5.6 Influéncia da concentracdo inicial de fenol na oxidacdo enzimatica

Foram realizados ensaios de oxidacdo enzimética do fenol utilizando o sistema
suporte-enzima, em solugdes de 10, 20, 40, 60 e 100 ppm, onde a atividade enzimatica das
enzimas imobilizadas em 10 g de suporte Carbotrat AP eram de aproximadamente ~1.500 U,

seguindo o procedimento descrito na se¢do 4.3.9. Os resultados, em termo de concentragéo
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final média do fenol na solucdo aquosa (media dos valores das analises em triplicata) e
remocao do fenol estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Concentracdo de fenol final média e remocdo do fenol de solucbGes aguosas
contendo concentracgdes diferentes de fenol apds a oxidacao enzimatica

Suporte: Carbotrat AP
Atividade Concentracdo Concentracdo

enzimatica de fenol  de fenol final Remogdo de
- fenol (%)
(U) inicial (ppm) (ppm)
~1500 10 -0 100
~1500 40 6,67 83,33
~1500 60 19,5 67,50
~1500 100 45,6 54,40

Utilizando enzima imobilizada com atividade enzimatica de 1.500 U, o limite de fenol
exigido pelo CONAMA 430/2011 s6 ¢ atingido através da oxidacdo enzimatica em solucdes
com 10 ppm de fenol. Porém, apesar de ndo se adequar ao limite para descarte, utilizando a
enzima imobilizada foi possivel obter remogdo de fenol acima dos 50%, mesmo para solugdes
contendo 100 ppm de fenol. A diminui¢do da eficiéncia de remog¢do com o0 aumento da
concentracdo inicial de fenol presente na solucdo pode ser explicada, ndo s6 pela quantidade
de enzima imobilizada no suporte, mas também pelo fato da o-quinona, formada pela
degradacdo do fenol através da tirosinase, inativar a enzima quando em maiores
concentragfes (WADA et al.,1993; BEVILAQUA et al., 2002). Uma outra razdo para
solugdes com concentracdo inicial de fenol alta ndo se adequar ao limite estabelecido pelo
CONAMA 430/2011, € o tempo de contato da enzima imobilizada nas solugbes, que neste
trabalho foi fixado em 2 horas, alguns autores precisaram de 8 horas para remover
praticamente 100 % de fenol de solugdes contendo inicialmente 100 ppm (KAMEDA et al.,
2006; CHAVITA, 2010).

5.7 Comparacéo entre a oxidacao enzimatica utilizando enzima livre e

imobilizada e a adsorcéo por carvao ativado granular para a remocéo de fenol

A fim de validar a utilizagdo da enzima tirosinase, oriunda de um extrato bruto,
imobiliza para a remocdo de fenol, através da oxidagdo enzimatica, foram realizados ensaios
de oxidacdo enziméatica do fenol a partir da enzima imobilizada, ensaios de oxidacao

enzimatica do fenol a partir da enzima livre, adsor¢do de fenol em carvao ativado granular
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Carbotrat AP e adsorcdo de fenol em carvao ativado granular NORIT® 1240, CAG cuja

utilizagdo envolve a remogao de fenol de efluentes.

Para o ensaio utilizando a enzima imobilizada em carvéo ativado granular da marca
Carbotrat AP, usou-se a enzima imobilizada em 10 g de carvéo ativado granular, com uma
atividade enzimatica de aproximadamente 1.500 U, a adicionando a uma solucdo aquosa

contendo 10 ppm de fenol. Os resultados estéo presentes na Tabela 13.

Tabela 13: Quantidade de fenol residual em relacdo ao tempo de contato da enzima

imobilizada (1.500 U) em uma solugédo de 10 ppm de fenol

Concentracdo Degradacao

tempo (min) de fenol (ppm)  do fenol

0 10,1 0,0
10 9,9 0,2
20 8,2 1,9
30 6,7 3,4
40 4,9 52
50 3,0 7,1
60 0,4 9,7
70 0,2 9,9
80 0,2 9,9
90 0,0 10,1
100 0,0 10,1
110 0,0 10,1
120 0,0 10,1

Como pode ser observado, a enzima imobilizada em carvdo ativado removeu
aproximadamente 100% do fenol contido na solucdo aquosa no tempo de 60 minutos. Essa

remocao é semelhante a encontrada por alguns autores como Chavita, 2010 e Pigatto, 2013.

No ensaio utilizando somente a enzima livre, visando comparar seu resultado com o
resultado obtido no ensaio de oxidacdo enzimética utilizando a enzima imobilizada, com a
mesma atividade da enzima imobilizada, 1.500 U, para a oxidacdo enzimatica do fenol de
uma solucdo aquosa de 10 ppm. Os resultados estdo presentes na Tabela 14.
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Tabela 14: Quantidade de fenol residual em relacdo ao tempo de contato da enzima livre em
uma solucéo de 10 ppm de fenol

Concentracdo Degradacao

tempo (min) de fenol (ppm)  do fenol
0 10,1 0,0
10 6,4 3,7
20 53 4,8
30 3,2 6,9
40 2,6 7,5
50 0,9 9,2
60 0,2 9,9
70 0,1 10,0
80 0,2 9,9
90 0,2 9,9
100 0,2 9,9
110 0,1 10,0
120 0,2 9,9

A eficiéncia de remogao é proxima de 100 % no tempo de 60 minutos, neste periodo,
a concentracao de fenol residual ja se encontra abaixo do limite exigido por lei para o descarte

do efluente que contém compostos fenolicos.

O resultado obtido, assim como o resultado da enzima imobilizada é similar ao
encontrado na literatura (WADA et al.,1994; NICELL e IKEHATA, 2000; YAMADA et al.,
2005), levando-se em conta a duracgdo do teste e a atividade enzimatica utilizada.

No ensaio de adsorcdo utilizando o carvao ativado granular utilizou-se a metodologia
descrita na sec¢do 4.3.11. Assim como nos ensaios anteriores, a cada 10 minutos foi removido
uma aliquota para a determinacdo da quantidade de fenol pelo método colorimétrico. Os
resultados da adsor¢do do fenol presente na solucdo aquosa utilizando o carvdo ativado

granular Carbotrat AP estdo presentes na Tabela 15.
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Tabela 15: Quantidade de fenol residual em relagédo ao tempo de contato do CAG Carbotrat
AP em uma solucédo de 10 ppm de fenol

. Quantidade de
. Concentragao .
tempo (min) fenol adsorvido
de fenol (ppm
(ppm) (bpm)

0 10,1 0,0
10 9,9 0,2
20 9,8 0,3
30 9,7 0,4
40 9,6 0,5
50 9,6 0,5
60 9,5 0,6
70 9,4 0,7
80 9,4 0,7
90 9,4 0,7
100 9,4 0,7
110 9,3 0,8
120 9,3 0,8

No ensaio de adsor¢éo utilizando o carvéo ativado granular da marca NORIT® 1240
utilizou-se a metodologia descrita na secdo 4.3.11. Os resultados estdo presentes na Tabela 16.
O carvdo ativado granular NORIT® 1240, produzido por uma inddstria estrangeira e,
portanto, importado, de acordo com seu produtor, deve ser utilizado para remover substancias
organicas que causem mudanga no odor e na coloracdo do efluente, no caso, fenol e seus

derivados.
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Tabela 16: Quantidade de fenol residual em relagéo ao tempo de contato do CAG NORIT®

1240 em uma solucéo de 10 ppm de fenol

. Quantidade de
. Concentragao .
tempo (min) fenol adsorvido
de fenol (ppm
(ppm) (bpm)
0 10,1 0,0
10 5,6 4,5
20 4,1 6,0
30 0,8 9,3
40 0,4 9,7
50 0,4 9,7
60 0,3 9,8
70 0,2 9,9
80 0,1 9,9
90 0,1 9,9
100 0,1 9,9
110 0,1 9,9
120 0,0 10,1

A Figura 20 apresenta a remocdo do fenol da solucdo aquosa, dentro das 2 horas de

duracdo do teste para cada método de remogdo testado.
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Figura 20: Remocéo de fenol de uma solucdo de 10 ppm atraves de oxidacdo enzimatica com

(@) Enzima tirosinase imobilizada em CAG Carbotrat AP ( Atividade enzimatica de 1.500 U,

[CAG =20 g/L]) e (b) Enzima tirosinase na forma livre (Atividade enzimatica de 1.500 U); e

atraves da adsor¢do em (c) Carvéo Ativado Granular da marca Carbotrat AP na concentragao
de 20 g/L; (d) Carvéo Ativado Granular da marca NORIT® 1240 na concentracdo de 20 g/L.
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Observa-se que a adsor¢do em carvao ativado granular da marca NORIT® 1240
apresentou uma remocdo de quase 100 % proximo de 40 minutos, enquanto a oxidagdo
enzimatica usando a enzima tirosinase livre e imobilizada obtém 100 % de remocéo do fenol
préximo ao tempo de 60 minutos. A adsor¢cdo em carvao ativado granular da marca Carbotrat
AP se mostrou ineficiente na remocdo, o que indica que a remocdo do fenol utilizando a
enzima imobilizada em suporte ocorre principalmente devido a tirosinase, sem grande

participacdo do carvdo ativado granular da marca Carbotrat AP, usado como suporte.

As curvas referentes a oxidagdo enzimética utilizando a enzima livre e a enzima
imobilizada apresenta um patamar, que também foi reportado por outros autores (SILVA,
2009; BOTELHO, 2010; SANTOS, 2012) e ocorre pois em concentracdes baixas de
substrato, no caso o fenol, a enzima apresenta um tempo de adaptacdo. A curva referente a
oxidacdo enzimatica utilizando a enzima livre apresenta uma queda mais acentuada que da
enzima imobilizada, o que pode ter ocorrido devido a um impedimento maior para o contato

do fenol com a enzima, ocasionado pela imobilizacao.

Interessante notar que a coloracdo final da solucdo ap6s a oxidacdo enzimatica
utilizando enzima imobilizada foi menos intenso que a da solucao apds a oxidacéo enzimatica
utilizando enzima livre (Figura 21). A coloracdo da solugcdo ap6s o teste se da pela presenca
da o-quinona, produto da degradacdo do fenol pela enzima tirosinase, e com o discutido
anteriormente, uma grande concentracdo de o-quinona inativa a enzima. Esta diferenca da
coloragéo se deve ao fato do carvéo ativado granular ser um material adsorvente, autores que
estudaram  imobilizacdo da enzima em quitosana, também um material adsorvente,

apresentaram resultados similares, em termo da coloracéo final da solucéo.
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(@) ()

Figura 21: Coloracéo da solucdo aquosa, contendo inicialmente 10 ppm de fenol, apds duas

horas de oxidacdo enzimatica utilizando (a) enzima livre e (b) enzima imobilizada

A presenca da o-quinona nas solugdes apds os ensaios de oxidacdo enzimatica foi
confirmada realizando uma varredura no espectrofotobmetro eletrénico, na faixa de 250-400
nm, segundo Garcia (2004) o-quinonas apresentam um pico consideravel proximo de 293 nm.
Como pode ser observado na Figura 22, o pico obtido pela varredura da solugdo aquosa ap6s
0 contato tanto da enzima livre quanto da enzima imobilizada foi no comprimento de onda de
290 nm. Como era esperado, pela diferenca de coloracéo, a intensidade do pico para a solugéo
apos oxidagdo enzimatica utilizando enzima livre (a) foi maior que a intensidade do pico para
a solugdo apos oxidagdo enzimaética utilizando enzima imobilizada (b), demonstrando que o
carvao ativado granular foi capaz de adsorver uma quantidade da o-quinona formada pela

reacao de degradacéo do fenol.
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Figura 22:Espectro no Ultravioleta-Visivel na faixa de 250-400 nm das solugdes sintéticas

apos oxidacao enzimatica utilizando (a) enzima livre e (b) enzima imobilizada.

A cinética de adsor¢do do fenol em carvéo ativado granular da marca NORIT® 1240
é similar ao reportado por diversos autores, tais como Blanco (2001), Cooney (1999) e
Rodrigues-Reinoso e Sabio-Molina (1998) onde, em geral, a cinética de adsorcdo é rapida
inicialmente, em virtude de a adsorcdo ocorrer principalmente na superficie externa, seguida

por uma etapa lenta de adsorcao na superficie interna do adsorvente.

Para o estudo da cinética de remocao separou-se 0S pontos em que a curva se
assemelha com uma reta para o célculo da velocidade, observado na Figura 23, utilizando a
seguinte férmula:

_ Ly

VT Ax

onde v € a velocidade de remocdo, Ay é a variacdo da concentracdo do fenol e Ax € a variacdo

do tempo.
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Figura 23: Grafico da velocidade de remocdo do fenol por (a) oxidacdo enziméatica com
tirosinase imobilizada; (b)oxidacdo enzimatica com tirosinase livre; (c) adsorcdo em CAG
Carbotrat AP; (d) adsor¢do em CAG NORIT® 1240

A velocidade encontrada foi de 0,189 g*L™**min™ para a oxidagdo enzimatica com
tirosinase imobilizada, 0,127 g*L*min™ para a oxidacéo enzimética com tirosinase livre e
0,239 g*L*min™ para a adsorcdo em CAG NORIT® 1240. O uso da técnica usual para
remocao de fenol, adsorcdo em carvédo ativado, apresentou melhor velocidade, porém para
esses ensaios utilizou-se uma concentracdo de CAG muito superior ao utilizado para
tratamento de efluentes. Uma maior velocidade da oxidacdo enziméatica com tirosinase
imobilizada em relacdo a velocidade da oxidacdo enzimética com tirosinase livre pode ser
explicada por uma estabilidade da enzima no suporte, esta maior estabilidade da enzima em

relacdo a sua forma livre aparece nos estudos de Chavita (2010).

5.8 Reutilizagdo da enzima tirosinase imobilizada em carvéo ativado granular
A maior vantagem de se utilizar enzimas imobilizadas é poder reutiliza-las, o que nédo
ocorre com a utilizacdo de enzimas livres. Foi testado a utilizacdo da mesma enzima

imobilizada em trés ensaios de oxidagdo enzimatica.

Para os ensaios foram utilizadas enzimas imobilizadas com atividade enzimatica
inicial de 1.500 U, em suporte de CAG Carbotrat AP e 2.100 U, em suporte de CAG

Carbomafra 119.Apds cada ensaio, a enzima imobilizada era lavada com agua destilada e
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passava por uma filtracdo a vacuo. Os resultados da reutilizacdo da enzima imobilizada em
CAG Carbotrat AP e CAG Carbomafra 119 sdo mostrados nas Tabela 16 e 17.

Tabela 17: Ensaios de oxidagdo com enzima imobilizada em CAG Carbotrat AP

Concentracdo Concentracdo Remocdo  Queda do

Suporte: CAG 4o fenol  de fenol final  de fenol  rendimento

Carbotrat AP jicial (ppm)  (ppm) %) (%)
12 0 100
24 10 ppm 0,45 95,5 955
3 5,144 48,56 -48,56
12 20,28 66,2
22 60ppm 27,768 53,72 -5,16
3 45,624 23,96 24,6

Tabela 18: Ensaios de oxidacdo com enzima imobilizada em CAG Carbomafra 119

Suporte: CAG Concentragdo Concentracdo Remocdo  Queda do

Carbmafra de fenol de fenol final  de fenol rendimento

119 inicial (ppm) (ppm) (%) (%)
12 0 100
28 10 ppm 0,544 94,56 -94,56
32 5,284 47,16 -47,16
12 18,42 69,3
28 60ppm 27,42 54,3 -54,3
3 46,2 23 -23

A 12 utilizacdo da enzima imobilizada foi similar aos resultados ja obtidos em ensaios
anteriores, com 100 % de remogdo do fenol para a oxidagdo enzimatica de solugdo de 10 ppm
A remocdo de fenol de uma solucdo aquosa de 60 ppm foi de 66,2% para a oxidagédo
enzimatica utilizando a tirosinase imobilizada em CAG Carbotrat AP e 69 % para a oxidagdo
enzimatica utilizando a tirosinase imobilizada em CAG Carbomafra 119, apesar da tirosinase
imobilizada em CAG Carbomafra 119 apresentar uma atividade enzimética maior sua
remocao foi somente 3,1% maior que remocao utilizando a tirosinase imobilizada em CAG
Carbotrat AP.
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Em ambos os casos para a remogdo de 10 ppm de fenol, a 22 utilizagdo da tirosinase
imobilizada conseguiu manter a remocao acima de 90%, sendo que a tirosinase a imobilizada
em CAG Carbotrat AP apresentou 4,5% de queda de rendimento em relacdo a sua 12
utilizacdo contra 5,4% da imobilizada em CAG Carbomafra 119. Para a remocao de 60 ppm,
novamente a enzima imobilizada em CAG Carbotrat AP obteve uma queda menor de
rendimento em relacdo a enzima imobilizada em CAG Carbomafra 119, 12,5 % contra 15 %.
Ja a 32 utilizacdo apresentou queda de rendimento maior que 50 % para a remocéo de 10 ppm,
enzima em suporte CAG Carbotrat AP apresentou queda de 51,4 % e em suporte de CAG
Carbomafra 119, 52,8 % e maior que 40 % para a remogao de 60 ppm, queda de 42,2 % para
tirosinase imobilizada em CAG Carbotrat AP e 46,3 % para tirosinase imobilizada em CAG
Carbomafra 119.

A queda de rendimento pode indicar a inativagdo da enzima ou a perda da mesma
durante o ensaio, devido a agitacdo e atrito entre as particulas de CAG. Para investigar a
gueda do rendimento, apds cada ensaio de oxidacdo com enzima imobilizada em CAG
Carbotrat AP de uma solucdo aquosa de 10 ppm de fenol, separou-se uma aliquota para a
determinacdo de proteinas. Apesar da determinacdo de proteinas ndo servir para quantificar a
tirosinase, um vez que ela esta presente em um extrato bruto, se a solucdo aquosa, apos as 2
horas do ensaio apresentasse proteinas seria um indicativo da presenca da tirosinase em

solucgéo. O resultado pode ser visto na Tabela 19.

Tabela 19: Quantificacdo de proteinas presentes na solucdo aquosa apés o ensaio de oxidacao

com enzima imobilizada em CAG Carbotrat AP

Suporte: CAG Carbotrat AP
n° de Remocédo de Proteinas
utilizacdo  fenol (%)  (mg/mL)

1 100 0,009
2 95,5 0,021
3 48,56 0,011

Os resultados indicam que ha um desprendimento de proteinas, incluindo a tirosinase,
do suporte (CAG Carbotrat AP) para a solu¢do aquosa, ou seja a adsor¢édo fisica da enzima
tirosinase, presente no extrato bruto, no carvéo ativado granular Carbotrat AP, utilizado como
suporte, ndo é forte o suficiente para suportar a agitagdo constante durante os ensaios de
oxidacdo enzimatica. Uma forma de tentar melhorar a fixacdo da enzima é apds a sua

adsorcdo, passar por um processo de reticulagio com um agente bifuncional como o



78

glutaraldeido ou o PVP de modo a tornar a enzima mais resistente (FILHO et al., 2008;
GUIDINI et al., 2010).

5.9 Reutilizacdo do suporte para a imobilizagdo

A reutilizacdo do suporte em futuras imobilizagdes é muito interessante do ponto de
vista econdmico. A Tabela 20 mostra o resultado da reutilizagdo do suporte, em funcdo da
taxa de enzima imobilizada, onde a atividade enzimatica inicial se refere a solucdo enzimatica
e a atividade enzimatica final se refere a atividade estimada das enzimas imobilizadas no

suporte.

Tabela 20: Taxa de imobilizagdo de enzima em um mesmo suporte

g Atividade Atividade Taxa de
Utilizacdo do L. C . e
suporte Enzimatica Enzimatica imobilizagao
P inicial (U) final (U) (%)
3000 1440,0 52,0
3015 1581,7 47,5
3002 1701,2 43,3

A taxa de imobilizacdo decaiu a cada uso do mesmo suporte, porém essa queda foi
inferior a 10%, o que pode ser considerado um resultado muito positivo, pois a reutilizagdo do
suporte ajudaria a diminuir o custo da utilizacdo da enzima imobilizada, dando uma maior

viabilidade econémica para a mesma.

Foram realizados ensaios de oxidacdo enzimatica utilizando a enzima imobilizada em
suporte reutilizado (2% imobilizacgdo com o suporte), também reutilizando a enzima
imobilizada neste suporte, para a remocao de fenol de uma solucdo aquosa contendo 10 ppm

de fenol.

Os resultados da oxidacdo enzimatica, em fungdo da taxa de remocao do fenol e o teor de

proteinas estdo expressos na Tabela 21.

Tabela 21: Ensaios de oxida¢do com enzima imobilizada em CAG Carbotrat AP (22 utilizacao

do suporte).
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Suporte: CAG Carbotrat AP

Utilizacdo da . Remocédo Proteinas
enzima [Fenolli [Fenol]f de fenol (mg/mL)

1 10 0,0 100,0 0,007

2 10 0,3 97,0 0,010

3 10 4,9 50,8 0,003

Observa-se que foi possivel alcancar o limite estabelecido pela CONAMA 430 nas
duas primeiras utilizagcdes da enzima imobilizada e que houve uma queda brusca na remocao
do fenol da 12 utilizacdo para a terceira. Assim como ocorreu com as enzimas imobilizadas
em suporte novo, também foi verificado, porém em uma proporcdo menor. A queda da
remocao ainda pode ser explicada pela perda da enzima durante o ensaio e pela inativacdo da

mesma, presente no carvao ativado.

A perda menor de proteinas, ocasionada pelo desprendimento do suporte, indica que a
adsorcdo da enzima no suporte que ja foi utilizado em uma imobilizacdo é mais eficiente
guanto a forca envolvida para manter a enzima adsorvida. Este fendmeno pode ter ocorrido
por uma possivel alteracdo superficie do carvdo ativado durante a 12 imobilizacdo, sendo
necessaria a realizacdo de mais analises para a investigacdo deste fendbmeno. A Figura 24 a
seguir apresenta a comparacdo da perda de proteinas, durante os ensaios de oxidacao

enzimatica, utilizando (a) suporte novo e (b) suporte reutilizado.
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Figura 24: Perda de proteinas imobilizadas em suporte (a) novo e (b) reutilizado, durante o

ensaio de oxidacdo enzimatica .

Os resultados do reaproveitamento da enzima imobilizada e da reutilizagdo do suporte
em subsequentes imobilizagdes demonstram uma grande vantagem em relacdo ao uso da

enzima livre, tornando esta metodologia de remocao de fenol mais atrativa ao uso industrial
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por conseguir utilizar uma menor quantidade de enzima e de suporte, uma vez que 0 alto custo

da enzima torna sua utilizacdo industrial, na maioria dos casos, impraticavel.
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6 Conclusoes

A metodologia utilizada neste trabalho permitiu imobilizacdo de até 70% de enzimas
presentes na solucdo enzimatica, em um suporte de carvao ativado granular. As melhores
condigdes de imobilizacdo foram alcancadas utilizando 10 g de suporte, agitacdo de 150 RPM
e tempo de contato de 90 minutos. Todos os ensaios foram realizados mantendo a temperatura
em 25°C e o pHem 7,0.

Ensaios de oxidacdo em solucBes de fenol com concentragdes iniciais na faixa de 10 a
100 ppm , utilizando tirosinase imobilizada em CAG, com atividade enzimatica média de
1.500 U, por um periodo de 2 horas s obtiveram uma concentracdo final de fenol abaixo do
limite exigido pela legislacdo brasileira para uma solucdo com concentracdo inicial de 10
ppm. Entretanto, mesmo em solucdes contendo 100 ppm de fenol, foi possivel alcancar uma

remocao deste composto superior a 50%.

Utilizando tirosinase imobilizada em CAG, com atividade enzimética acima de 2000
U é possivel obter remocdes de fenol proximos a 100%, em soluc6es de 10 e 20 ppm de fenol.

A comparacgéo entre a remocao de fenol de uma solugdo de 10 ppm de fenol usando
oxidacdo enzimatica com enzima livre e imobilizada e adsor¢do em carvdo ativado granular
comercial mostrou que, em termo de velocidade de remocdo, a utilizacdo da tirosinase
imobilizada foi bastante efetiva e s6 obteve uma menor remocdo quando comparada com 0
carvdo ativado granular da marca NORIT® 1240, porém a oxidacdo enzimatica degrada o
fenol enquanto a adsorgéo do fenol simplesmente o transfere de fase.

O CAG Carbotrat AP utilizado como suporte para a imobilizacdo da enzima se
mostrou ineficiente para a remoc¢do do fenol quando utilizado individualmente, como
demonstrado no teste de equilibrio. Porém nos testes em que este material foi usado como

suporte, houve uma maior remocéo do produto da degradacéo formado.

Foi possivel utilizar a enzima imobilizada por até trés vezes antes da remocéo de fenol
diminuir em 50%. Essa queda se deu devido a perda do material imobilizado, evidenciado
pelas proteinas presentes na solucdo aquosa apos o periodo de 2 horas dos ensaios de

oxidacao enzimatica.

Também foi possivel a reutilizagdo do suporte, sendo que na sua 3? utilizacdo, taxa de

imobilizacdo caiu menos de 10 %. A imobilizacdo da enzima em um suporte usado se
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mostrou mais resistente que a imobilizacdo da enzima em um suporte novo, demonstrado pelo
teor de proteinas encontrados na solugdo aquosa ter sido menor em ensaios utilizando a

enzima imobilizada em suporte usado.

7 Sugestdes para futuros trabalhos

Otimizar a imobilizagdo em carvdo ativado granular, de modo a imobilizar mais

enzimas em uma quantidade menor de suporte.
Avaliar a interacdo da enzima com o suporte novo e da enzima com um suporte usado.

Realizar ensaios de oxidagdo enzimatica com tempo de contato maior, para investigar

a durabilidade da enzima imobilizada.

Estudar novos materiais que podem servir de matrizes de imobilizacdo e também para
adsorcdo dos compostos gerados pela degradacdo do fenol. Suportes sugeridos sao resinas,

membranas e quitosana.

Realizar ensaios de remocdo de fenol com efluentes reais.
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