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RESUMO: Neste trabalho foi estudado o uso da lignina-peroxidase para remog¢do de 2-
clorofenol em efluente liquido. Foi proposta a biorremediacdo enzimdtica por processo
descontinuo de efluente contendo 20 mg/L de 2-clorofenol, utilizando concentracoes de
lignina-peroxidase (LiP) entre 0,012 e 0,026 mg/mL e de peroxido de hidrogénio (H20:)
entre 10 e 50 mmol/L, 30°C e pH igual 4,2. Foram realizados 4 ensaios sendo coletadas
amostragens para os tempos de reacdo de 2, 4, 8 ,12 e 24 h. Andlises cromatogrdficas
revelaram 96,5% de reducdo do 2-clorofenol quando empregadas concentracoes de
0,026mg/mL de LiP e 50 mmol/L de H>0:. Resultados eficazes foram observados somente
apos 24h de tratamento, independente das concentracoes de LiP e H>O;. Andlises via CG/MS
revelaram possiveis formagoes de benzaldeido e dcido ftdlico e confirmou-se o consumo
praticamente total de todo o 2-clorofenol apos 24 horas de tratamento na condicdo ideal.

PALAVRAS-CHAVE: Lignina peroxidase; 2-clorofenol; Biorremediacdo enzimaética;
Biotransformacao.

1. INTRODUCAO

O crescimento mundial dos setores industrial e agricola ocasionou inimeros impactos
ambientais, principalmente devido a disposi¢do no ambiente de diversos compostos quimicos
utilizados em processos industriais e na agricultura que nao participam dos ciclos naturais do
carbono, do nitrogénio e do oxigénio, tais como: pesticidas, herbicidas, fungicidas,
antissépticos, tintas e resinas, solventes e produtos farmacéuticos; e que tendem a se
acumular no ambiente. As elevadas quantidades e a disposi¢ao inadequadas destes materiais
no ambiente tem gerado um problema de poluicio ambiental e de satdde publica
(TANDJAOUTI et al., 2016).

Neste contexto, o poder nocivo destes compostos, grupo no qual os organoclorados,
tais como os clorofendis se enquadram, s6 foi percebido apds anos da sua utilizagado e, desde
entdo, estudos vém sendo feitos em vista de reduzir ou minimizar a quantidade dos
componentes toxicos e recalcitrantes liberados ao ambiente. Destacam-se 0s processos
avancados de oxidagdo, o uso de solventes organicos, os processos de adsor¢do como os que
utilizam carvao ativado, os processos de degradacdo microbiana, os processos de degradacdo
fotoquimica, os processos de decomposi¢cdo térmica catalisada e o uso de enzimas como
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catalisadores potenciais para a degradacdo de compostos fendlicos, como as peroxidases que
podem levar a decomposicao do mesmo até didxido de carbono e dgua (TANDJAOUI et al.,
2016; AJEEL et al., 2015; GAO; TEPLYAKOV, 2014; FREIRE et al., 2000; FLOCK et al.,
1999).

Dentre as atividades que contribuem com grande parcela do processo de contaminagao
estdo: as refinarias de petrdleo, as industrias quimicas, a industria téxtil, a inddstria de papel e
celulose, as atividades agricolas, os esgotos sanitarios e os residuos domésticos (FREIRE et
al., 2000) sendo que, em regides desenvolvidas industrialmente, como € o caso da Baixada
Santista e de Sdo Bernardo do Campo, em Sdo Paulo, foram registradas altas concentragdes
de substancias quimicas persistentes e dentre estas estdo os clorofendis (WANG et al., 2015;
SILVA, 2009).

Destaca-se, também, a importancia da realizacdo de estudos referentes a novas
possibilidades de reducdo das concentragdes desses compostos, uma vez que o0s
organoclorados podem ser transportados entre o solo, a agua, os animais € os serem
humanos, estando presente ndo apenas no ambiente, como também na cadeia alimentar e se
acumularem com facilidade na gordura do organismo, devido a sua lipossolubilidade, fator
esse que se tornou algo preocupante tanto pela intensidade quanto pela extensdao, uma vez
que, inicialmente, as substancias eram encontradas apenas nas regidoes onde eram aplicadas.
Hoje, porém, ha vestigios dela por todo o globo, sendo seu transporte entre os ecossistemas
tao acentuado que dados mostram que 25% da producdo mundial de organoclorados chega
aos oceanos, por meio de poeiras e, principalmente, pela atmosfera (SILVA, 2009, FLORES
et al. 2004).

1.1. Clorofenol

Os clorofendis ou orto-clorofenol (Figura 1) podem ser obtidos a partir da cloragdo
direta do fenol ou através da hidrélise alcalina de clorobenzenos sdo considerados compostos
muito téxicos e com elevada dificuldade de degradacdo sendo que, estas espécies quando
submetidas as elevadas temperaturas, como € o caso da incineracdo, tendem a gerar
clorofen6is mais nocivos e téxicos, o que tém despertado o interesse em pesquisas
relacionadas a biorremediacdo (AJEEL et al., 2015; PEREIRA, 2008).

OH
Cl

Figura 1 - Molécula de 2-clorofenol.

A utiliza¢ao do 2-clorofenol € vasta, ele € o intermediario na producdo de fungicidas,
bactericidas, antissépticos, desinfetantes e conservantes, ¢ empregado na produ¢do de outros
clorofendis e resinas fendlicas, bem como na extragdo de enxofre e nitrogénio do carvao
(WANG et al., 2015; PEREIRA, 2008) sendo que, a contamina¢do do ser humano pelo 2-
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clorofenol ocorre por vias respiratdrias, cutaneas, por ingestao de peixes contaminados ou até
mesmo por agua potdvel que passou por processo de cloracdo. Assim, devido a alta
toxicidade, se torna de grande necessidade a degradacdo do 2-clorofenol antes que este seja
depositado no ambiente (AJEEL et al., 2015; PEREIRA, 2008).

1.2. Biorremediacao Enzimatica

A dificuldade de se estabelecer um padrdo para o tratamento de organoclorados esta
relacionada a grande variedade de moléculas que sdo encontradas e a especificidade de cada
uma delas em relacdo as condigdes e tratamentos (FREIRE et al., 2000). Os tratamentos
convencionais quimicos e fisicos, quando aplicados a este tipo de molécula, muitas vezes ndao
se apresentam eficientes pois, apenas trocam o poluente de fase ou transformam-nos em
substancias ainda mais nocivas. Assim, a biorremediacdo, por sua vez, pode resultar em
completa mineralizagdo da molécula alvo (SILVA, 2009).

A biorremedia¢do € uma proposta de descontaminacao muito promissora uma vez que,
pelo emprego de sistemas bioldgicos, tais como fungos, bactérias, algas, leveduras e até
protozodrios, os compostos indesejaveis sao transformados em produtos menos nocivos, de
facil remocao ou que podem permanecer no ambiente, ou até mesmo serem convertidos em
produtos de valor agregado (BON et al., 2008; SUCKLING et al., 1998).

Segundo demostrado por diversos estudos, apesar das limitagdes para a aplicacdo do
processo industrialmente, a biorremediacdo tem um futuro promissor podendo ser destacada,
dentre as vantagens que o tratamento possui em relacdo aos tratamentos convencionais a nao
producdo de carga organica. Em contrapartida, sua aplicacdo exige condicdes estritamente
controladas de pH, temperatura, nutrientes essenciais, uma vez que essas relacionam-se a
viabilidade celular (BON et al., 2008).

Os processos enzimaticos, por sua vez, t€m tomando grandes propor¢des na industria
nos dltimos anos sendo empregados na industria de papel celulose, na tecnologia téxtil e de
remocao de tintas, como biocatalisadores, também sao encontradas na industria de alimentos,
detergentes, couros, medicamentos, cosméticos e desenvolvimento de metodologias de
analise (BON et al., 2008).

Assim, a idéia de descontaminacdo ambiental por tratamento enzimético, que teve
inicio na década de 30 e que, apenas nos anos de 1970 iniciou-se a sua aplicacdo em
moléculas especificas, tornando o tratamento mais eficiente vém se destacando. As enzimas
tém origem microbiana ou vegetal, sdo direcionadas a problemas especificos e podem sem
utilizadas também como pré-tratamento para processos bioldgicos convencionais (BON et
al., 2008).

As caracteristicas observadas nas moléculas expostas ao tratamento enzimatico sdo: a
toxicidade, a solubilidade e a acumulacdo no ambiente; assim € usual serem tratadas espécies
recalcitrantes e de amplas faixas de concentracdo ou de salinidade. Como resultado do
tratamento, tem-se a redugdo da toxicidade e até mesmo conversdo das moléculas em
produtos de valor agregado (BON et al., 2008).
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Através da biorremediacdo, os poluentes organicos passam por diversas reacoes,
simples e complexas sendo uma delas a oxidagdo, que tende a resultar em compostos
organicos ndo nocivos, como € o caso da transformagao de moléculas em gas carbonico e
agua (BON et al., 2008; QUINTERO et al., 2006; TANG et al., 2006). Dessa forma, os
processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes tecnologias para o tratamento
bioquimico/bioldgico de efluentes, sendo que as enzimas mais utilizadas para o tratamento de
efluentes sdo as enzimas ligninoliticas, também chamadas de ligninases, pois possuem a
capacidade de degradar uma vasta quantidade de substancias toxicas, como mostra a Tabela 1
(SAEZ-JIMENEZ et al., 2015; BON et al., 2008; FREIRE et al., 2000).

Tabela 1 — Fontes poluidoras e enzimas utilizadas na biorremediacdo enzimatica (BON et al.,

2008).
Poluente Ambiental Fontes Poluidoras Enzima Aplicavel
Anilinas, fenois, corantes, Industrias quimicas em geral: Peroxidase, Tirosinase,
pcbs, HPAS petroleo, plastico, té€xtil, corantes. Lacase
) L. Peroxidase, Lacase,
Residuo de papel e celulose Industria de papel e celulose.
Celulase
.. .. , Fosfotriesterase,
Pesticidas Atividade agricola em geral. i
Peroxidase
, L1 Industrias que originam materiais Ligninase, Lipase,
Residuos so6lidos e lodo L. q g L. 1801} P
celul6sicos e lignoceluldsicos. Lisozima, Celulase

As ligninases sdo classificadas em dois grupos: fenol-oxidases (lacase) e heme-
peroxidases (lignina peroxidase — LiP, manganés peroxidase — MnP). Em geral, lacases usam
a molécula de oxigénio como aceptor de elétrons enquanto as peroxidades usam o peréxido
de hidrogénio como co-substrato (BON et al, 2008; FERSHT, 2000; FREIRE et al., 2000).

As fenol-oxidases, lacases e as tirosinases, sdo oxido-redutases produzidas por plantas
ou fungos utilizadas para catalisar a reducdo de fendis. As lacases tem facilidade de reagir
com diversos substratos e por isso sdo bastante utilizadas na industria, na modificacdo de
ligninas, na conversao de poluentes fen6licos em polimeros insoliveis em 4gua e na obten¢ao
de produtos de valor agregado (BON et al., 2008). A lacase é uma enzima que contém cobre
em seu sitio ativo. Ela € uma oxidase que catalisa a redu¢ao do O2 a H»O. A lacase ndo
apresenta especificidade quanto ao substrato, catalisando tanto estruturas fendlicas como
compostos ndo fendlicos na presenca de mediadores especificos (ZENG et al., 2016;
ALVES, 2011; BAPTISTA, 2011; ROSADO; SOUZA, 2009).

As peroxidases sao hemoproteinas produzidas por microrganismos ou plantas, sendo
mais comum a sua producio pelo fungo da podriddo branco (Basidiomicetos).Para que seu
processo de catdlise ocorra, requer presenca de peroxido de hidrogénio. Dentre as
peroxidases de origem fiingica estdo a lignina peroxidase e a manganés peroxidase (BON et
al., 2008; TANG et al., 2006). A producdo de manganés peroxidase aparentemente esti
limitada a certos fungos Basidiomicetes, nao havendo evidéncia de producdo a partir de
qualquer bactéria ou levedura. Esta enzima é uma glicoproteina que atua oxidando
diretamente Mn (II) a Mn (III). Este promove a oxidagdo catalitica, formando quelatos com
acidos organicos como o oxalato. A manganés peroxidase, oxida somente estruturas fenolicas
(ROSADO; SOUZA, 2009).
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A lignina peroxidase € uma glicoproteina que possui como grupo prostético o ferro,
necessitando de peroxido de hidrogénio para sua atividade. A mesma € uma proteina com um
elevado potencial de oxidagdo e, dessa forma, pode oxidar substratos fendlicos e nao
fenolicos (BAPTISTA, 2011). Apresenta potencial de oxida¢ao suficientemente elevado para
abstrair elétrons de estruturas aromaticas nao fendlicas. Elas catalisam reagdes envolvendo
transferéncia de hidrogénio de moléculas organicas para peréxidos formando agua. A sua
acdo enzimética provem da redugdo ciclica do dtomo de ferro no grupo hematina, na
presenca de H>O», formando um complexo que pode oxidar uma variedade de doadores de
elétrons formando dgua no final. Por causa da baixa especificidade do complexo enzimatico
peroxidase-H>O», este pode promover a oxida¢do de uma grande variedade de poluentes
organicos. Esta enzima tem a capacidade de degradar diversos compostos fendlicos e nao
fendlicos, bem como os dalcoois benzilicos e de metila, provocando também rearranjos
intramoleculares (ROSADO; SOUZA, 2009; RYU et al., 2008; TANG et al., 2006).

A atividade enzimatica da lignina peroxidade € influenciada por diversos fatores, como
concentracdo de per6xido de hidrogénio, pH e temperatura. Segundo Ryu et al. (2008), a
oxidagdo do 2,4 diclorofenol com lignina peroxidase e peréxido de hidrogénio revelou que a
atividade da enzima sofre grande influéncia da concentracdo de peréxido, sendo possivel
notar que o aumento da concentracdo de perdxido de hidrogénio aumenta a atividade
enzimdtica da lignina peroxidase. Um estudo realizado por Tien e Kirk (1984), para
determinac¢do das condi¢des 6timas da LiP, mostram a utilizacdo da enzima para oxidacao do
alcool veratrilico a veratraldeido, na presenca de per6xido de hidrogénio (TANG et al.,
2006).

Este projeto veio dar continuidade ao trabalho de GOMES et al. (2014) que estabeleceu
as melhores condi¢des de pH e temperatura (30°C e pH 4,2) para se realizar a oxidacao do 2-
clorofenol presente em efluente liquido, através de método enzimético utilizando a enzima
lignina-peroxidase e peroxido de hidrogénio. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
oxidagdo enzimditica do 2-clorofenol por acdo de lignina peroxidase em processo
descontinuo, avaliando-se outras condi¢cdes da reacao, tais como: a concentracdo da enzima e
do peréxido de hidrogénio.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Para a realizac@o dos ensaios de biorremediacao enzimatica foram utilizados reagentes
grau analitico e HPLC: lignina-peroxidase, 2-clorofenol (>= 98 %), metanol (grau HPLC, >=
99.9 %) adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) e per6xido de hidrogénio (35%
— 130vol), acido acético (>= 99,8 %), acetato de s6dio anidro adquiridos da Dindmica
Reagentes (Campinas, SP, BR).

2.2. Ensaios de Oxidacao do Efluente Contendo 2-Clorofenol
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Nos ensaios de oxidacdo do 2-clorofenol foram estudadas diferentes concentracdes de
lignina-peroxidase (LiP) e per6xido de hidrogénio. De acordo com a literatura a melhor
condig¢ao para realizagdo de processo enzimatico por lignina peroxidase deve ocorrer na faixa
de temperatura de 30 a 35 °C (RYU et al., 2008; TIEN; KIRK,1984). Foram realizados
quatro ensaios, descritos na Tabela 2, variando-se as concentracdes de LiP e H>O», num
efluente contendo aproximadamente 20 mg/L de 2-clorofenol, baseando-se em estudo prévio
realizado por Gomes et al. (2014). As rea¢des foram conduzidas em agitador orbital com
temperatura e rotacao controladas, de 30°C e 125 rpm, respectivamente, num volume total de
20 mL.

A fim de controlar o pH da reacdo utilizou-se solu¢do tampdo acetato de sédio de
concentracdo 50 mmol/L e pH 4,2. As aliquotas para quantificacdo do 2-clorofenol foram
retiradas em diferentes tempos: 2, 4, 8, 12 e 24 horas, para analise por cromatografia liquida.
Também foram retiradas aliquotas, ao final das 24 horas de reacdo, para andlise em
Espectrometro de Massas acoplado a Cromatografia Gasosa (CG/MS).

Tabela 2 - Condi¢des empregadas na oxidagao do 2-clorofenol.

Ensaio C2-clorofenol (Mmg/L) Crir (mg/mL) CH202 (mmoL/L)
1 19,68 0,012 10
2 19,30 0,026 10
3 19,68 0,012 50
4 19,30 0,026 50

2.3. Determinacoes Analiticas

Determinacdo da concentracdo de 2-clorofenol por cromatografia liquida: as amostras
de efluente contendo 2-clorofenol foram analisadas em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (HPLC) Shimadzu composto por bombas LC-20AD, Detector UV SPD-20A, forno
para coluna CTO-20A e controlador CBM-20A. A andlise teve como fase mdvel uma mistura
composta de 50% metanol e 50% 4gua, com 1% de 4cido acético para melhor resolucao dos
picos, e como fase estacionaria uma coluna Shim-pack CLC-ODS (M) (C18) com pré-coluna
Shim-pack CLC-ODS (M). O fluxo estabelecido foi de 1mL/min a temperatura ambiente e a
deteccdo foi feita utilizando-se um detector UV com comprimento de onda de 284 nm. Para
que se realizasse a quantificacdo do 2-clorofenol presente nas amostras, construiu-se uma
curva de calibracdo com solugdes de 2-clorofenol de concentragdes distintas, obtidas por
diluicdo consecutiva da solugdo estoque de concentracdo 200 mg/L.

Caracterizacdo via cromatografia gasosa e espectrometro de massas — CG/MS:
realizou-se a andlise de quatro ensaios apds as 24 horas do tratamento enzimatico a fim de
identificar as substancias remanescentes no efluente. O sistema utilizado na andlise foi um
cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massas da marca Shimadzu modelo
GSMS-QP2010 Ultra. A coluna utiliza foi a RESTEK modelo Rtx®-5MS (30 metros, 0,25
mm ID e 0,25 pm). As condicdes estipuladas para as anélises foram aquecimento durante 2
minutos de 25°C com elevacdo da temperatura até 200 °C, temperatura na qual o
equipamento permaneceu por mais 1 minuto. A temperatura de injecio foi 250 °C no modo
Split utilizando uma razao de 1:3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, construiu-se uma curva de calibracio no HPLC a fim de determinar as
concentracoes e, consequentemente, a reducio de 2-clorofenol pelo tratamento enzimatico. A
curva de calibragdo e a equacdo obtidas podem ser observadas na Figura 2.

500000 -
400000 -
= 300000 -
2
"< 200000 -
Area= 16542*[2-clorofenol] + 3056.2
100000 R2 = 0.9996
n T T T
0 5 10 5 20 25 30
Concentracéo de 2-clorofenol (mg/L)

Figura 2 - Curva de calibrac¢do para o 2-clorofenol.

Pela andlise feita via HPLC foram identificados picos caracteristicos das substancias
encontradas nas amostras. A LiP e o 2-clorofenol foram analisados separadamente a fim de
identificar seus picos caracteristicos. Constatou-se que o pico da LiP aparece préoximo a
2,341 minutos e o de 2-clorofenol aparece proximo a 6,459 minutos. A Figura 3 representa o
cromatograma representativo para os ensaios estudados neste projeto. Utilizando as areas dos
picos obtidos via HPLC para cada um dos quatro ensaios, determinou-se as concentracdes de
2-clorofenol remanescentes nas amostras apos o tratamento enzimatico. A Tabela 3 fornece
as concentracdes encontradas para os ensaios, ao longo do tempo de reacao.

mv
25-Petector A:284nm

6.438

0.0‘ o ‘25‘ o ‘5.‘0‘ o ‘7.‘5‘ o ‘10‘.0‘ o ‘12‘5‘ o ‘15‘.0‘ L ‘17‘.5‘ L ‘20.0‘ s n'gn
Figura 3 - Exemplo de cromatograma dos ensaios.
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Tabela 3 - Concentragdes de 2-clorofenol no efluente ao longo do tempo de reagao.

Concentracao 2-clorofenol (mg/L)

Tempo de reacao (h)

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4
0 19,68 19,30 19,68 19,30
2 18,65 18,10 18,32 6,66
4 18,19 17,11 17,88 2,91
8 18,09 16,86 18,00 1,44
12 16,96 15,53 17,90 1,50
24 16,55 5,69 16,89 0,67

Legenda: (Ensaio 1 — 0,012 mg/mL LiP e 10 mmol/L H202; Ensaio 2 — 0,026 mg/mL LiP e 10 mmol/L H20>; Ensaio 3 —
0,012 mg/mL LiP e 50 mmol/L. H>O2; Ensaio 4 — 0,026 mg/mL LiP e 50 mmol/L H20»).

A Figura 4 compara graficamente as porcentagens de redugdo de 2-clorofenol em
funcdo do tempo de reacdo para os quatro ensaios realizados. Pode-se observar que a
condicdo que mais favoreceu o tratamento enziméatico foi a do ensaio 4 onde, foram
utilizadas as maiores concentragdes de Lignina Peroxidase - LiP (0,026 mg/mL) e de
Per6xido de Hidrogénio (50 mmol/L), sendo possivel chegar nesta condi¢ao a uma remocao
de 2-clorofenol de 96,5% para o tempo de 24 horas. Esta condicdo também foi eficiente em
menores tempos de reacao sendo alcangado 65,5% de remocao do 2-clorofenol em apenas 2
horas de tratamento.

100
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50
40
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20
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Ensaio 1
—#—Ensaio 2

Enszio 3

% Remocda 2-clorofenaol

—8—Ensaio 4

0 4 8 12 16 20 24
tempo (h)

Figura 4 - Porcentagem de remocao do 2-clorofenol em fun¢do do tempo de reagao.

A Figura 5 apresenta a comparagdo das porcentagens de remog¢ao do 2-clorofenol para
0s quatro ensaios apds 24 horas de reagao enzimatica.
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Figura 5 - Porcentagem de remocdo do 2-clorofenol ap6s 24 horas de reagcdo enzimaética.
(Ensaio 1 — 0,012 mg/mL LiP e 10 mmol/L H>O; Ensaio 2 — 0,026 mg/mL LiP e 10 mmol/L
H>02; Ensaio 3 — 0,012 mg/mL LiP e 50 mmol/L H>O»; Ensaio 4 — 0,026 mg/mL LiP e 50
mmol/L H2O»)
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Figura 6 - Porcentagem de remog¢do do 2-clorofenol apds 24 horas de reacido enzimaética.

Pode-se concluir, pela Figura 6, que a concentraciao de lignina-peroxidase (LiP) é um
fator limitante para a oxidacdo enzimatica do 2-clorofenol, pois quanto maior a concentracao
da enzima maior foi o percentual de remocao da molécula alvo do efluente. O perdxido de
hidrogénio também € uma varidvel importante no processo pois com a maior concentragao de
peroxido houve uma aumento de 26% da remoc¢do do 2-clorofenol. Pela comparacdo dos
ensaios com maior € menor concentracdo de peroxido, vista na Figura 6, pode-se observar
que para baixas concentragdes de enzima o peroxido de hidrogénio passa a atuar como um
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inibidor da reacdo, reduzindo a porcentagem de remog¢do atingida, porém com a maior
concentracdo de enzima a maior concentracdo de perdxido favoreceu a oxidacdo do 2-
clorofenol (GOMES et al., 2014, RYU et al., 2008).

Pela andlise dos cromatogramas e dos espectros obtidos via GCMS foi possivel
identificar e quantificar as espécies presentes na amostra analisada, sendo observados, para
1SS0, 0s picos e seus respectivos tempos de reten¢do. Os dados apresentados na Figura 7 sdo
os cromatogramas CG/MS referentes aos ensaios 1, 2, 3 e 4 ap6s estes terem sido submetidos
a 24 horas de tratamento enzimatico por lignina-peroxidase a 30°C e pH 4,2.
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Figura 7 — Cromatogramas CG/MS: A) Ensaio 1 — 0,012 mg/mL LiP e 10 mmol/L H>O»; B)
Ensaio 2 — 0,026 mg/mL LiP e 10 mmol/L H>0O»; C) Ensaio 3 — 0,012 mg/mL LiP e 50
mmol/L H>O> e D) Ensaio 4 — 0,026 mg/mL LiP e 50 mmol/L H>O».

Os espectros de massas referentes a cada pico obtido para as amostras via anlise
GC/MS foram comparados com os espectros fornecidos pelo banco de dados do
equipamento. A Figura 8 traz os espectros de massa obtidos via anadlise CG/MS e as possiveis
substancias encontradas nas amostras do ensaios 1, 2, 3 e 4 apds 24 horas de reagdo
enzimatica. Supde-se que, apds a reacdo, podem ser encontrados acido acético, benzaldeido,
2-clorofenol e acido ftalico, sendo estes encontrados em proporcdes diferentes dependendo
da efetividade do tratamento. Outras moléculas como gas carbOnico, 4gua e cloro podem ter
sido formadas, porém nao foram quantificadas neste estudo.

Como pode ser observado na Figura 7(D) o pico correspondente ao 2-clorofenol ndo
aparece no cromotagrama, confirmando a remoc¢ao quase completa do 2-clorofenol, como
discutido anteriormente nos percentuais de remocdo. Esta condicdo entdo foi a mais
adequada encontrada neste estudo para a biorremediagcdo enzimatica do efluente estudado.
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Figura 8 - Espectros de massa das substancias encontradas no efluente ap6s 24 horas de
reacdo: A) Pico em 2,9 min (Acido Acético); B) Pico em 8,5 rpin (Benzaldeido); C) Pico em
8,9 min (2-clorofenol) e D) Pico em 14 min (Acido Ftalico).

4. CONCLUSOES

A caracterizagdo e quantificacdo das amostras coletadas durante a oxidacdo enzimatica
permitiram o acompanhamento da remog¢do do 2-clorofenol ao longo do tempo de reagao,
mostrando que a maxima remogao € obtida apos 24 horas de enzimaético.

Portanto, para mensurar a efetividade do tratamento analisou-se o percentual de
remog¢ao de 2-clorofenol apds 24 horas de reacdo enzimética. Observou-se que a condi¢cdo
que apresentou melhores resultados foi aquela em que se empregaram as maiores
concentracoes de lignina-peroxidase e per6xido de hidrogénio. Nos ensaios com maior
concentracdo de enzima, 0,026 mg/mL, o efeito do aumento da concentragdo de peréxido de
hidrogénio foi positivo, sendo que, com o uso de 10 e 50 mmol/L de H2O> foram registrados
percentuais de reducdo de 70,5% e 96,5%, respectivamente. Vale salientar que o peréxido de
hidrogénio € indispensdvel no mecanismo da oxidacdo enzimatica do 2-clorofenol pela
lignina-peroxidase.

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas possibilitou a
identificacdo de possiveis produtos da decomposi¢ao do 2-clorofenol. Foram comparados os
espectros obtidos para os quatro ensaios apds terem reagido durante 24 horas, com o0s
espectros existentes no banco de dados do sistema CG/MS. Para os ensaios 1, 2 e 3 foram
identificados o acido acético, o benzaldeido, o 2-clorofenol e o acido ftalico. Para o ensaio 4,
onde grande parte do 2-clorofenol foi eliminado, identificou-se apenas os picos de acido
acético, benzaldeido e 4cido ftalico. Propds-se que o acido acético é proveniente do tampao e
tanto o benzaldeido quando o 4cido ftalico sdo produtos da reagdo enzimatica. Além do 2-
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clorofenol, nao foi identificada qualquer outra molécula organica clorada, sendo verificada a
eliminacdo dos atomos de cloro do efluente, objetivo central deste projeto.
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ABSTRACT: In this work, we studied the removal of 2-chlorophenol in liquid effluent with
lignin-peroxidase as biocatalyst. Therefore, we proposed the enzymatic bioremediation by
discontinuous process of effluent containing 20 mg/L of 2-chlorophenol, using Lignin
peroxidase (LiP) concentrations between 0.012 and 0.026 mg/mL and of hydrogen peroxide
(H202) between 10 and 50 mmol/L, at 30°C and pH of 4.2. The samples were collected for 2,
4, 8, 12 and 24 h reaction times. Chromatographic analysis revealed 96,5% reduction of 2-
chlorophenol when concentrations of 0.026 mg/mL LiP and 50 mmol/L H>0O> were used. We
observed effective results only after 24 h of treatment, regardless of LiP and H>0:
concentrations. Analysis using mass spectroscopy revealed possible formations of
benzaldehyde and phthalic acid, and almost all the 2-chlorophenol consumption was
confirmed after 24 h of treatment in the ideal condition.

KEYWORDS: Lignin peroxidase; 2-chlorophenol; Bioremediation; Biotransformation.



