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Resumo — Os fenodis sdo poluentes toxicos encontrados em diversos efluentes industriais, principalmente os
provenientes da industria de petrdleo. Estas substancias acarretam varios riscos a saide humana. A enzima tirosinase
(EC 1.14.18.1) é uma polifenol oxidase presente em diversos seres vivos, tais como o cogumelo Agaricus bisporus. O
tecido do fungo apresenta grande disponibilidade da enzima, provendo extratos com alta atividade sem a necessidade de
uma extensiva purificagdo. O extrato de tirosinase € capaz de transformar fendis em produtos menos soliiveis em agua,
0 que prova seu potencial como biocatalisador em aplicagdes envolvendo a biomodificagdo de fendis ou a
biorremediagdo de efluentes contendo fendis. O presente trabalho propde a utilizagdo do extrato bruto do cogumelo
Agaricus bisporus na remocao de fenol em efluentes sintéticos da industria de petréleo. O extrato bruto foi utilizado em
reagdes enzimaticas em meio aquoso contendo solugdes de fenol sem controle de pH. A concentragdo inicial de fenol
em todos os meios de reacdo foi 100 mg/L e concentragdes enzimaticas de 50, 100, 200 e 400 U/mL foram testadas. As
reacdes com 200 U/mL e 400 U/mL de atividade enzimatica conduziram a uma remogdo de 90% do fenol. A toxicidade
para as amostras contendo 100 ppm de fenol tratadas e ndo tratadas com o extrato enzimatico foi analisada utilizando
bioensaios com Artemia salina (crustaceo) e Brachydanio rerio (peixe). A amostra tratada mostrou-se menos toxica.
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Abstract — Phenols are toxic pollutants found in several industrial wastes, mainly in oil industry. These
substances impose several risks to human health. Tyrosinase (EC 1.14.18.1) is a polyphenol oxidase found in several
life forms, like in the mushroom Agaricus bisporus. In this fungal tissue, the enzyme is readily available leading to high
activity extracts needing no extensive purification. The tyrosinase extract is able to modify phenols in non-soluble
reaction products, proving its potential as a biocatalyst for applications involving biomodification of phenols or
bioremediation of phenol-polluted water. The purpose of this work was to employ the crude extract from the Agaricus
bisporus mushroom in the removal of phenol from a synthetic oil industry wastewater. The crude extract was used in
enzymatic reactions employing aqueous phenol solutions without pH control. The initial phenol concentration in all
substrate solutions was 100 mg/L and different enzymatic concentrations of 50, 100, 200 and 400 U/mL were tested.
Both reactions, with 200 U/mL and 400 U/mL enzymatic activity, lead to 90% of phenol removal. The treated and not
treated samples toxicity were measured using Artemia salina (crustacean) e Brachydanio rerio (fish) bioassays. The
final effluent shown to be less toxicity than the poluted water.
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1. Introducio

A industria do petrdleo e gas produz efluentes contendo iniimeros poluentes que liberados no ambiente sdo
responsaveis por impactos de proporgoes imprevisiveis. Os fendis sdo tdxicos, e sdo potencialmente nocivos a satude
humana (Wu et al., 1997). Além disso, sdo compostos de alta solubilidade e muitos de seus derivados sdo considerados
poluentes perigosos. A quantidade e a qualidade dos efluentes variam muito de acordo com a tecnologia e os processos
de producido empregados. Os fendis estdo presentes na composi¢do de aguas residuarias de muitos tipos de industrias,
onde pode-se destacar os efluentes provenientes da produgdo de petroleo e gas. A concentragdo de fenodis nos efluentes
industriais varia muito, podendo estar entre 0 a 22 mg/L para agua de produgdo de petroleo e gas (Hansen e Davies,
1994), ou ainda variar entre 100 a 1000mg/L para outros processos industriais (Wu et al., 1993 apud Ibrahim et al.,
2001). Uma vez que a legislagdo brasileira permite que um efluente de descarte de qualquer fonte poluidora tenha uma
concentragio limite maxima de fenoéis de 0,5mg.L"' (CONAMA,1992), a remogio de fendis em efluentes industriais é
um problema pratico importante.

O tratamento biologico de residuos tradicionalmente empregado ¢ o que utiliza populacdes de microrganismos.
Apesar de apresentar varios aspectos favoraveis pelo seu baixo custo, sua autoreplicacdo e, normalmente, pela completa
mineralizagdo da matéria orginica nos sistemas aerdbios, a toxicidade dos compostos fendlicos pode prejudicar o
funcionamento do sistema através da inibicdo do metabolismo dos microrganismos. Este efeito inibitdrio ou toxico
limita a concentragdo de fendis a ser tratada. As enzimas sdo catalisadores biologicos com grande potencial em
aplicagdes no tratamento de residuos. O tratamento enzimatico de aguas residudrias oferece as vantagens de ser um
processo seletivo de remogdo de poluentes devido a sua especificidade, de operar em uma ampla faixa de concentragéo
do contaminante, ndo havendo necessidade de aclimatagdo da biomassa, ¢ de facilitar o controle do processo, entre
outras (Duran e Esposito, 2000). O principio do tratamento enzimatico ¢ a transformacdo dos fenois em substancias
menos soliveis em agua, que se polimerizam e formam compostos poliméricos insoluveis (Wada et al., 1995).

A tirosinase (EC 1.14.18.1) ¢ uma polifenol oxidase, também chamada de catecol oxidase ou monofenol
monoxigenase, presente em varios seres vivos, principalmente no cogumelo Agaricus bisporus. Esta enzima ¢ capaz de
catalisar a oxidagdao de fenois utilizando apenas o oxigénio molecular como oxidante (Ikehata e Nicell, 2000), como
mostra a Figura 1. O presente trabalho apresenta a utilizacdo do extrato de tirosinase do cogumelo Agaricus bisporus na
remog¢ao de fenol. O extrato enzimatico apresentou boa eficiéncia na remoc¢ao do contaminante sem a necessidade de
purificagdo.

tirosinase

monofenol + O, o-difenol ——» o0-quinona + H,O

o-quinona —P  poliméricos insoliveis em agua

Figura 1: Mecanismo de remogao de fenol por tirosinase (Cammarota, 1998)

A toxicidade ¢ um parametro de qualidade da 4dgua obtido através de testes bioldgicos. Estes testes utilizam
diversos organismos como peixes, invertebrados ou bactérias. O grau de toxicidade ¢ avaliado através do efeito da
concentragdo que determinada amostra causa nos organismos-teste escolhidos num determinado intervalo de tempo
(Silva, 2002). A avaliagdo da toxicidade foi feita através da toxicidade aguda, que € a resposta severa e rapida dos
organismos aquaticos a um determinado intervalo de 0 a 96 horas. Um dos parametros desta avaliagdo é a CL50, que
corresponde a concentragdo que causa o efeito de letalidade a 50% da populagdo testada (FEEMA, 1993) Os
organismos testados neste trabalho foram o crustaceo Artemia salina e o peixe Brachydanio rerio.

2. Materiais e Métodos

2.1. Atividade Enzimatica da Tirosinase

O extrato de tirosinase foi obtido pela extragdo de cogumelos Agaricus bisporus de acordo com Kameda ef al.
(2002). A atividade enzimatica do extrato foi determinada pelo método adaptado de Campos et al. (1996). Em um
bécher contendo 5,5 mL de solugdo 0,2 M de tampao fosfato de sédio em pH 6,0 e 1,5 mL de solugdo 0,2 M de L-
tirosina, adicionou-se 1mL da amostra do extrato enzimatico previamente diluido (1:10) no mesmo tampao. A variagdo
de absorvancia foi lida a 280 nm, em espectrofotometro HACH DR4000UV, em intervalos de 30 s durante 999 s.

2.2. Determinacao de Fenol

O fenol foi determinado através do método colorimétrico descrito no “Standard methods for examination of
water and wastewater” (APHA, 1992). Adiciona-se 250 pL de hidréxido de amonio 0,5 N as amostras de 10 mL ou 10
mL de 4gua destilada (branco). O pH ¢ ajustado para 7,9 (£ 0,1) pela adi¢do de cerca de 100 pL de tampao fosfato de
potassio (pH 6,8). Depois adiciona-se 100 puL de solugdo de 4-AAP (4-aminoantipirina) a 2% (p/v) e 100 pL de solugio
de ferricianeto de potassio 8% (p/v), ap6s 15 minutos a absorvancia ¢ lida em espectofotometro HACH DR4000UV em
A =500nm.
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As amostras foram previamente filtradas em cartuchos C18 PR-COLA para remogédo de possiveis interferentes
(Bevilaqua, 2000).

2.3. Condicbes de Reacao

As reagdes de remogdo de fenol foram realizadas a temperatura de 30°C, com agitagdo de 200 rpm, volume
reacional de 250 mL em erlemeyer de 500 mL e o substrato foi um efluente sintético com concentragdo de 100 ppm de
fenol. As dosagens foram inicialmente feitas no tempo inicial igual a 0 h e nos intervalos de 3, 6, 9, 15 e 24 h. A reacdo
foi paralisada pela inativa¢do da enzima pela adigdo de 170 uL de H;PO, 8,5% (p/v). As reagdes foram realizadas com
concentragdes enzimaticas de 50, 100, 200 ¢ 400 U/mL.

2.4. Toxicidade Aguda

Os bioensaios avaliaram o efeito agudo das amostras através da exposi¢do dos organismos-teste por um
periodo de 48 horas. As amostras consistiam no efluente ndo tratado (fenol 100 ppm) e no efluente tratado (reagéo
contendo 100 ppm de fenol e 200 U/ml de tirosinase, apos 9 horas). Os testes foram realizados pelo Laboratério de
Poluigio de Aguas — COOPE/UFRJ com Artemia salina, microcrusticeo marinho, e Brachydanio rerio, peixe de dgua
doce. Os procedimentos para cada organismo foram de acordo com os descritos por Silva (2002). O valor da CL50
(concentragdo da amostra que causou letalidade a 50% dos organismos expostos) foi calculado pelo método de
Sperman—Karber, que fornece um intervalo de confianca de 95% (Hamilton ef al., 1977).

3. Resultados e Discussao

As reag0Oes foram realizadas com concentragdes enzimatica de 50, 100, 200 e 400 U/mL. As amostras foram
inicialmente retiradas em intervalos de 3 em 3 horas, durante 24h. A Figura 2 demonstra que a maior parte do poluente
foi removido nas primeiras 3 horas de tratamento. Posteriormente ndo foi observada uma significante redugdo da
concentragdo de fenol, provavelmente devido ao fendmeno conhecido como inativa¢do suicida, na qual enzima ¢
inativada de forma irreversivel pelo proprios produtos da reacdo (Escribano et al., 1989).

Aparentemente o aumento da concentragdo enzimatica de 200 U/mL para 400 U/mL ndo apresentou melhoria
no processo de remocdo de fenol pelo que demonstra a Figura 2. Assim sendo, a reagdo com concentragdo enzimatica
de 200 U/mL pode ser considerada como a mais adequada para remocao de fenol.

|—*—50 U/mL —=—100 U/mL 200 U/mL —e—400 U/mL |

Fenol (ppm)

Tempo (hora)

Figura 2: Remogao de fenol em diferentes concentragdes enzimatica

Para as condigdes de reagdo anteriormente citadas, foram calculadas as taxas iniciais de remog¢do de fenol
através de um ajuste polinomial dentro do intervalo de 0 a 6 horas para cada concentracdo enzimatica utilizada, como
pode ser observado na Figura 3. A Tabela 1 apresenta as taxas calculadas para cada sistema.
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—&—50 U/mL
—8—400 U/mL

= = = Polinémio (400 U/mL)

—#—100 U/mL 200 U/mL
= = Polinémio (100 U/mL) == =—Polinémio (50 U/mL)
Polinémio (200 U/mL)

Fenol (ppm)

3
Tempo (horas)

Figura 3: Ajuste polinomial para célculo das taxas iniciais de reagdo.

Tabela 1: Calculo das taxas de remocéo de fenol (ppm/h)

Concentracdo enzimatica Taxa de remogdo de fenol
50 U/mL % =1,9028¢ — 18,094

100 U/mL % =8,309r —38,922

200 U/mL % =10,068¢ — 45,75
400 U/mL @ =10,3402¢ — 46,156

A partir das taxas de remogao de fenol para cada concentragdo enzimatica calculadas no ponto 3 horas, obteve-
se uma relagdo entre a taxa geral de remocao de fenol pelo extrato enzimatico e a atividade do complexo enzimatico,
conforme demonstrado na Figura 4. E possivel concluir que até a concentragdo de 200 U/mL do extrato de tirosinase
proveniente de Agaricus bisporus ja ¢é suficiente para saturar o sistema enzima-substrato, considerando uma

concentragdo inicial de fenol de 100 ppm.

Taxa de remogao (ppm/h)

0 50

150 200 250 300 350 400 450

Atividade (U/mL)

Figura 4: Taxa de remogao de fenol (calculada em 3 horas de processo)

em fung¢o da concentragdo enzimatica.
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Ao final de todas as reagdes observou-se a formagdo de um precipitado escuro, praticamente preto. O mesmo
tipo de precipitado escuro foi relatado em alguns trabalhos (Atlow et al., 1984, Bevilaqua, 2000). Contudo, esse
precipitado ndo foi observado em outros estudos realizados com tirosinase (Davis ¢ Burns, 1990, Wada et al. 1995,
Ikehata e Nicell, 2000). As razdes pelas quais nem sempre ocorre o precipitado ndo sdo claras para os diferentes
autores. Supde-se que a sua formacdo estaria relacionada a presenca de proteinas contaminantes. O fato é que neste
trabalho, assim como nos experimentos realizados por Atlow ef al. (1984) e Bevilaqua (2000), utilizou-se um extrato
bruto de tirosinase, que continha diversas proteinas diferentes da tirosinase.

O grau de toxicidade do efluente sintético contendo 100 ppm de fenol antes e apds o tratamento enzimatico
com 200 U/mL de tirosinase foi determinado a partir do teste de toxicidade aguda. Os resultados dos testes de
toxicidade estdo na Tabela 2. Os valores de CL50 (%) numericamente menores sdo os resultados mais toxicos e os
numericamente maiores sdo os menos toxicos. Ressalta-se que a diferenca entre os resultados apresentados para cada
espécie ¢ devido as proprias diferengas interespecificas, além das diferencas de habitat de cada espécie, uma vez que
Artemia salina ¢ uma espécie marinha e Brachydanio rerio é dulcicula. Observa-se que o fenol ¢é toxico tanto para
Artemia salina como para Brachydanio rerio ¢ que a toxicidade diminuiu apds o tratamento enzimatico, evidenciando a
a viabilidade do sistema de tratamento enzimatico proposto.

Tabela 2: Resultado do teste de toxicidade aguda (CL50)

Artemia salina Brachydanio rerio
Amostra CL50 (%) CL50 (%)
S trat: t:
e tratamento 39,38 % 23,49 %
(fenol 100 ppm)
Com tratamento enzimatico 71,47 % 85.84 %

(Ap6s 9 horas de reagdo)

4. Conclusoes

O presente trabalho propde um processo de remogdo enzimatica de fenol para efluentes industriais. As
condigdes empregadas assemelham-se as condi¢Oes reais dada a auséncia do controle de pH, visto que a maioria das
reacdes relatadas na literatura utiliza meio reacional tamponado (Atlow et al., 1984; Wada et al. 1993; Ikehata e Nicell,
2000; Bevilaqua, 2000), apresentando niveis de remogdo de fenol acima de 95%.

A utilizag¢do de 200 U/mL de tirosinase permitiu a remogdo de fenol de 90% em 3 horas de reag@o. De acordo
com o estudo cinético realizado, 200 U/mL de atividade enzimatica conduzem a saturag¢ao do sistema enzima-substrato.

Os testes de toxicidade para duas espécies de organismos (Artemia salina e Brachydanio rerio) ratifica a
toxicidade do fenol e mostra a viabilidade do tratamento enzimatico, considerando a diminuicdo da toxicidade da
amostra enzimaticamente tratada.
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