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Resumo — Os compostos fendlicos correspondem a poluentes téxicos amplamente encontrados distribuidos
nos efluentes das indUstrias petroquimica, mineira e papeleira. O uso de enzimas oxidativas como oxidases e
peroxidases esta destacando-se como uma alternativa promissora em pré- e pos-tratamentos de efluentes industriais
contendo fendis. Em estudos prévios mostraram uma remocdo de 4-clorofenol (4-CP) por cloroperoxidases em torno de
98%, a partir de meios reacionais contendo 5,0 mM de 4-CP. Neste trabalho desegja-se dar continuidade ao estudo da
degradacéo de 4-clorofenol por CPO de Caldariomyces fumago, focalizando-se na identificagdo dos produtos formados.
A identificacdo é um parémetro vital na avaliagdo da toxicidade destes produtos. Para isto, foram empregadas as
condi¢Bes que permitiram a obtencdo simulténea de produtos solUveis e insolUveis. Assim sendo, foi utilizada uma
mistura reacional contendo 6,0 UI/mL de CPO, uma relagdo estequiométrica de 5,0:5,0 mM de 4-CP e HO,, em
tampéo fosfato 100 mM pH 6,0 em auséncia de ions cloreto. Cada grupo de produtos foi por sua vez separado através
de cromatografia de coluna em silica-gel e eluido através de um gradiente de cloroférmio:metanol. Os produtos
purificados foram tentativamente identificados por cromatografia em fase gasosa acoplada a um espectrémetro de
massas, ressonancia magnética nuclear e espectroscopia no infravermel ho.
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Abstract — Thiswork gives continuity to the 4-chlorophenol (4CP) enzymatic degradation studies, focusing on
the purification and identification of the formed soluble and insoluble products. This identification corresponds to an
important parameter when structure-activity and toxicity studied will be performed. Thus, reaction mixtures containing
6,0 Ul CPO concentration, 5.0/5.0 mM stoichiometric relation of 4-CP/hydrogen peroxide, in 100mM potassium
phosphate buffer pH 6.0, were used to obtain simultaneously, colored soluble, low soluble and insoluble products.
Products were firstly separated by filtration, soluble and precipitate portions and were eluted in a silica-gel column
using chloroform:methanol gradient, with simultaneous thin layer chromatography. For each fraction obtained was
performed in reverse-phase high performance liquid chromatography (HPLC-RP) using an isocratic methanol:water
elution. Structure analysis of the isolated products were performed using IR stectrophotometry, nuclear magnetic
resonance and GC-Mass spectrometry
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1. Introducéo

Os compostos téxicos mais encontrados no meio ambiente sdo os fendis e derivados cloro e metoxi
substituidos e aminas arométicas presentes nos efluentes da industria petroquimica. Estes compostos fazem parte da
composicdo de véarios materiais usados na operacdo das refinarias, como o 6leo hidraulico e os liquidos refrigerantes.
Outras atividades industriais que contaminam o meio ambiente com fendis sdo a conversdo de carvdo e a produgdo de
resinas, plasticos, corantes e papéis.

Varios estudos relatam o uso de enzimas oxidativas, como lacases de Trametes versicolor e tirosinase ou
polifenol oxidase de Agaricus bisporos, lignina peroxidase de Phanerochaete crysosporium e de Steptomyces
viredosporus e cloroperoxidases de Caldariomyces fumago na degradacdo de compostos fendlicos. Assim, 0 uso de
oxidases e peroxidases esta se destacando como uma alternativa promissora no tratamento de efluentes contendo mono,
di e polifendis substituidos, aminas arométicas, pesticidas e hidrocarbonetos. Por se tratarem de compostos téxicos para
muitos microorganismos, o uso do tratamento bioldgico desses efluentes ndo é eficiente, sendo um pré-tratamento
enzimatico, uma possibilidade a ser considerada (AITKEN et al.,1993.CARMICHAEL et al., 1985)

Neste trabalho deseja-se estabelecer um protocolo de isolamento, purificagdo e identificagdo dos produtos
obtidos da oxidacdo enzimatica de 4 - clorofenol (4-CP) por cloroperoxidase (CPO) do fungo Caldariomyces fumago.
As condic¢des empregadas sdo aquelas em que cerca de 98% do fenol é removido do meio. O 4-CP é um composto
comum em efluentes de refinaria e apresenta alta toxicidade. A identificac&o dos seus produtos de degradacg&o auxiliana
sua caracterizacao em termos de hidrofilicidade e toxicidade, bem como o entendimento do mecanismo de oxidag&o por
CPO, e assim sendo a melhor adequac&o deste processo ao tratamento de efluentes.

2. Degradacéo enzimética de 4-clor ofenol

Na misturareacional estdo presentes cloroperoxidase 6,0 Ul (0,5mM), 4 - CP 5,0 mM e perdxido de hidrogénio
5,0 MM em tampédo fosfato de potéssio 100mM, pH6. A enzima foi adicionada em cinco pulsos durante um minuto.
Apbs trés minutos, areacdo foi interrompida com a adi¢céo de HCI 1,0N.

Estas condi¢cdes enziméticas foram selecionadas por removerem cerca de 98 % de fenol do meio, além de
originarem diferentes tipos de produtos em comparagdo com outras condigdes reacionais, conforme apresentado na
figura 1. Em destaque a condic¢éo reacional utilizada e a formagdo de trés tipos de produtos (LA ROTTA e BOM,
2002): Produto colorido (FPC), produto de baixa solubilidade (FPP) (solugéo turva) e produtos precipitados (FPD).
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Figura 1. Efeito de diferentes rel agdes estequiomeétricas Fenol : Peréxido de hidrogénio na degradacdo enzimética do 4 -
CP por CPO.

3. Separacdo dos produtos derivados da degradacéo enzimética de 4 - clor ofenol

Os produtos obtidos foram separados inicialmente em solGveis e insollveis por filtracdo. Os compostos
solliveis, possivelmente quinonas, foram extraidos com éter e o material precipitado foi solubilizado em cloroférmio.
Cada grupo de produtos foi por sua vez separado através de cromatografia de coluna em silica-gel e eluido através de
um gradiente de cloroférmio:metanol. Foram obtidas 20 fragfes na separacéo do material sollivel e 10 para o insollvel.
Os compostos majoritarios foram separados para serem analisados.
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4. | dentificacdo dos produtos

4.1. Compostos soluveis:

A andlise por CLAE das fracBes majoritérias (18, 19 e 20) da porcdo sollvel, apresentou apenas um Unico
composto que elui no tempo de retenc@o proximo ao das quinonas utilizadas como padrdes. Além disso, a analise do
perfil de fragmentacdo dos espectros de Massas e das bandas presentes no espectro de Infravermelho do material
sollvel (ver tabela 1) permitiram a proposi¢éo de uma quinona para 0 composto majoritario.

Tabela 1. Bandas do espectro de infravermelho do composto presente nas fragdes 18,19 e 20

Comprimento de onda Deformacgdo axial da
(cm?) ligacdo:
3419 OH
1715 C=0
1456 e 1630 C=C
1075 C-0

4.2. Compostosinsoluveis

As bandas do espectro de infravermelho indicam que os compostos majoritarios insollveis presentes nas
fracbes 4 e 9 sdo arométicos e clorados, possivelmente produtos oligoméricos provenientes da reagdo de polimerizacéo
entre quinonas e/ou entre estas e 0 4-CP. A estrutura dos produtos precipitados ainda ndo foi elucidada, sendo
importante a realizagdo da andlise por RMN.

Tabela 2. Bandas do espectro de infravermelho do compostos insol(iveis presente nas fragdes 4 e 9.

Comprimento de onda (cm-1) Deform_agao~aX|aI da
ligacéo
Fracéo 4 Fracéo 9
3335 3412 OH
1709 1709 C=0
1608 e 1586 1576 e 1539 C=C (nlcleo aromético)
721 721 C-Cl

5. Trabalhos Futuros:

Estabel ecer novos protocolos de isolamento e purificagdo de quinonas em cromatografia em coluna usando
resinas como Sephadex LH-20 ou Amberlite XAD-2 (VAN DEN BERG e LABADIE, 1989).

Para a elucidacdo estrutural das quinonas e outros produtos desconhecidos serdo utilizadas técnicas de
ressonancia nuclear magnética proténica e de Carbono 13.
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