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DADOS CURRICULARES

1. DADOS PESSOAIS

1.1 Nome: André Henrique Rosa

1.2 Data de nascimento: 05/12/1972

1.3 Nacionalidade: brasileira

1.4 Naturalidade: Araraguara

1.5 Estado civil: casado

1.6 Filiacado: Demirco de Souza Rosa e Tercilia de Souza Rosa

1.7 Documento de identidade: 20.663.220-4 SSP/SP

1.8 Cadastro de Pessoa Fisica : 183219478 75

1.9 End. residencial: Avenida Djalma Dutra, n°® 980, Carmo, Araraquara-
SP, CEP 14800-400, Tel. (016) 222-4398.

1.10 End. profissional: Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP - Rua
Prof. Francisco Degni, s/n°, Quitandinha, C.P. 355, Araraquara-SP - CEP
14800-900, Tel. (016) 201-6736 - Fax (016) 222 7932.

E-mail: andrrosa@ posgrad.ig.unesp.br ou andrrosa@bol.com.br

2. FORMACAO ACADEMICA

2.1 Doutor em Quimica pelo Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP),
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Institute of Spectrochemistry and Applied Spectroscopy, Dortmund-Alemanha.

Area de concentracdo: Quimica Analitica.

Sub-area: Quimica Ambiental

Titulo da Tese: “Substancias humicas: extracdo, caracterizacdo, novas
perspectivas e aplicacdes” (Projeto financiado pela FAPESP, Proc. n® 97/10673-
8).

Orientadores: Prof. Dr. Julio Cesar Rocha (IQ-Ar-UNESP) e Dr. Peter Burba
(ISAS-Dortmund, Alemanha)

2.2 Mestre em Quimica pelo Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP),
Araraquara - SP (02/1996 —02/1998).
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Sub-area: Quimica Ambiental

Titulo da Dissertacdo : “Metodologia para extracdo de substancias hdmicas de
solos”. Conceito: Aprovado com “Distingdo” (Projeto financiado pela FAPESP,
Proc. n°® 95/04682-9).



Orientador: Prof. Dr. Julio Cesar Rocha (IQ-Ar-UNESP)

2.3 Bacharel em Quimica pelo Instituto de Quimica da UNESP, Araraquara-SP
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1991).
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SA MENDONCA, E. (Eds.) Matéria organica e o ambiente. Vicosa, Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, 2001 (in press).

3.1.2 ROSA, AH.; ROCHA, J.C.; SARGENTINI Jr, E.; A flow procedutre for
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Pb em fracdes humicas extraidas de agua e de sedimentos. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 2001 (submetido).
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Thermochimica Acta, 2001 (submetido).
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Characterization of humic-rich hidrocolloids and their metal species by means of
competing ligand and metal exchange — a novel on-site approach. Journal of the
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3.2.8 ROCHA, J.C.; SARGENTINI Jr, E; ZARA, L.F.; ROSA, AH.; SANTOS, A;
BURBA, P.; Reduction of mercury(ll) by tropical river humic substances (Rio
Negro). Part Il - Influence of structural features (molecular size, aromaticity,
phenolic groups, organically bound sulfur). Talanta, 2001 (submetido).

3.2.9 SARGENTINI Jr, E.; ROCHA, J.C.; ROSA, AH.; ZARA, L.F.; SANTOS, A;;
Substancias humicas aquaticas: fracionamento molecular e caracterizacdo de
rearranjos internos apos complexacdo com ions metalicos. Quimica Nova, v.24(3),
p. 339-344, 2001.

3.2.10 ROSA, AH.; VICENTE, A.A.;; ROCHA, J.C.; TREVISAN, H.C.; A new
application of humic substances: activation of supports for invertase immobilization.
Fresenius Journal of Analytical Chemistry, v.368, p.730-733, 2000.
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4. PATENTE
4.1 ROSA, AH.; VICENTE, AA.; ROCHA, J.C.; TREVISAN, H.C.; Utilizacdo de

substancias humicas na preparacdo de um novo suporte para imobilizacdo da
enzima invertase, 2001 (Processo sob julgamento).
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5.1 O trabalho “A new application of humic substances: activation of supports for
invertase immobilization” foi escolhido como um dos dez melhores trabalhos do
mundo na area de substancias humicas em 30/07/2000. Com esse trabalho e
analise do CQurriculum Vitae, André Henrique Rosa foi premiado com uma Travel
Bursary no valor de U$ 1,100.00 para participar do 10" International Meeting of
IHSS realizado de 24-28/07/2000 em Toulousse, Francga.
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materiais humicos de solos utilizando-se hidroxido de potassio”, como um dos
melhores painéis apresentados na sessédo de Quimica Ambiental da XVIII Reunido
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6.1.2 ROSA, AH.; VICENTE, AA.; ROCHA, J.C.; TREVISAN, H.C.; A new
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6.2.3 ROSA, AH.; ROCHA, J.C.; BURBA, P.; Extracdo e caracterizacao de
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Resumos, Vicosa, p. 00, 2001.
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Campinas, p. 00, 2001.

6.2.8 SANTOS, A.; ROMAO, L.P.C.; ROSA, AH.; SARGENTINI Jr., E.; ROCHA,
J.C.; REZENDE, M.0.0.; Competicdo de ligantes por espécies metdlicas:
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RESUMO

Este trabalho aborda novos desenvolvimentos relacionados a pesquisa
cientifica de substancias himicas (SH) extraidas de amostras de solos/turfas .

Assim, na primeira etapa descreve-se 0 desenvolvimento de um
procedimento em fluxo continuo para extracdo de substancias humicas e
fracionamento destas em acidos humicos e fulvicos. O procedimento em fluxo
proposto apresenta vantagens em relagdo ao procedimento tradicionalmente
utilizado (batelada) devido ao aumento do rendimento e diminuicdo do tempo
de extracdo. Além disso, facilita o trabalho dispendiosos no manuseio,
transferéncia e ajuste de pH das fracoes.

Numa segunda parte do trabalho, descreve-se a preparagcdo de um
novo suporte para imobilizacdo da enzima invertase utilizando-se substancias
humicas. O suporte preparado pela ativacdo da aminopropil silica com SH
(APTS-SiO,-HS) mostrou ser um método viavel e interessante para a
imobilizagdo da invertase. Os resultados referentes a quantidade e atividade
da invertase imobilizada no APTS-SiO,-HS foi comparado com um suporte
tradicional (aminopropil silica ativada com glutaraldeido, APTS-SiO,-GA). A
quantidade de invertase imobilizada no APTS-SiO-HS foi 15200 U g™
enquanto que no APTS-SiO,-GA foi 13400 U g*'. As atividades enzimaticas
experimentais foram 3700 e 3270 U g*, para os sistemas APTS-SiO,-HS e
APTS-SIO,-GA, respectivamente.

A terceira etapa do trabalho trata da caracterizacdo de espécies
metalicas presentes em amostras de turfas, as quais sao utilizadas em
tratamentos terapéuticos. Estudaram-se a disponibilidade, estabilidade e
extractibilidade da matéria organica dissolvida (MOD) e das espécies
metalicas em diferentes extratores: agua pH 4,5; agua pH 5,0, solugbes 0,01
mol L' de CaCl, e de &cidos etilenodiaminotetraacético (EDTA) e
dietilenotriaminopentaacético (DTPA). Os resultados obtidos podem auxiliar
no entendimento dos mecanismos ainda desconhecidos da terapia com turfas
e mostraram que:

1) a extracdo da MOD ocorre em um processo cinético complexo o qual atinge

o equilibrio ap6s 30 minutos;



i
2) Mn é o metal mais disponivel presente em amostras de turfas medicinais
enquanto Fe e Al s&o os menos disponiveis;

3) os valores de pH exercem forte influéncia na extracdo da MOD e suas
espécies metalicas;

4) as disponibilidades dos metais pelos extratores apresentaram as seguintes

ordens decrescentes: Solucdes de EDTA e DTPA: Mn >>Zn >Pb >Cd > Ni >

Co > Fe > Sr, Al; Solucdo de CaCl,: Sr >>Mn > Ni >Zn > Cd > Al > Fe; Agua:
Mn > Sr > Ni >Zn > Al > Fe;

5) o estudo de troca com ions Cu(ll), indicou a seguinte ordem decrescente de
troca: Sr (81,95) > Mn (79,00) > Al (21,76) > Fe (3,94);
6) as solucbes de DTPA e EDTA exibiram similar e forte capacidade de

extracdo dos metais presentes na amostra de turfa medicinal.



ABSTRACT

This work presents new developments about the scientific research of
humic substances (HS) extracted from soils/peat samples.

So, the first part describes the development of continuous flow
procedure for extraction and fractionation of humic substances in humic and
fulvic acids. The proposed flow procedure presents advantages in relation to
the traditional used procedure (bath) due to the increasing of the yields and
decrease of extraction time. Besides, discharge the research work in the
handling and transference and pH adjust of the fractions.

The second part, describes the preparation of a new support for
immobilization of invertase enzyme using humic substances. The prepared
support by aminopropil silica activation with HS (APTS-SiO,-HS) showed be a
good method for invertase immobilization. The results about the quantity and
activity of the invertase immobilized in the APTS-SIO,-HS it was compared
with a traditional support (aminopropil silica activated with glutaraldeyde,
APTS-SIO,-GA). The quantify of immobilized invertase in the APTS-SIO,-HS it
was 15200 U g*, while in the APTS-SIiO,-GA it was 13400 U g*. The
experimental enzymatic activities were 3700 and 3270 U g, for the systems
APTS-SIiO,-HS and APTS-SIiO,-GA, respectively.

The third step describes the characterization of the metal species in peat
samples, which are used in therapeutical treatment. It were studied the
availability, stability and extractability of dissolved organic matter (DOM) and
their metal species in different extractors: water pH 4.5; water pH 5.0; 0.01 mol
Lt CacCl, and diethilenodiaminotetraacetic acid (EDTA) and
diethilenotriaminopentacetic acid (DTPA) solutions. The results obtained can
clarify the understanding of the mechanism still unknown of peat therapy and
showed that:

1) the DOM extraction occurs in a complex kinetic process, that attain the
equilibrium after 30 minutes;
2) Mn is the most available metal found in the medically peat samples, while

Fe and Al are the least available;
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3) the pH values exert strong influence in the DOM extraction and their metal
species;

4) the metal availability in relation to extractors used showed the following
distribution order: EDTA and DTPA solutions: Mn >>2Zn >Pb >Cd > Ni >Co >
Fe > Sr, Al; CaCl, solution: Sr >> Mn > Ni >Zn > Cd > Al > Fe; Water: Mn > Sr
> Ni>Zn > Al > Fe;

5) the exchange with Cu(ll) ions, showed the following distribution order: Sr
(81.95) > Mn (79.00) > Al (21.76) > Fe (3.94);
6) the DTPA and EDTA solution showed similar and strong cpability of metal

extraction from medically peat samples.
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APRESENTACAO

Este trabalho consta de novos desenvolvimentos sobre a Quimica do
Humus. O texto divide-se em cinco capitulos e um apéndice. O primeiro capitulo
descreve uma revisao bibliografica contendo aspectos gerais relacionados as
substancias humicas. Os demais sdo subdivididos nos topicos introducéo,
objetivos e relevancia, experimental, resultados e discussao e conclusbes. Cada
um desses capitulos apresenta estudos independentes mas, interrelacionados ao
mesmo objeto da Investigacdo Cientifica proposto.

O segundo capitulo trata do desenvolvimento de um procedimento em
fluxo para extracdo de substancias himicas. Este trabalho foi apresentado no 9"
International Meeting of the International Humic Substances Society, Adelaide-
Austrdlia, 09/1998 e publicado no Proccedings do referido Congresso.

O terceiro capitulo descreve a utlizacdo de substancias humicas na
preparacdo de um novo suporte para imobilizacdo da enzima invertase. Este
trabalho foi publicado no periddico Fresenius J. Anal. Chem., v. 368, p.730-733,
2000 e apresentado no 10" International Meeting of the International Humic
Substances Society, Toulousse-Franca, 07/2000.

O quarto capitulo apresenta a caracterizacdo de espécies metdlicas
presentes em amostras de turfas utilizadas terapeuticamente. Esta etapa da
Tese foi desenvolvida no estagio feito durante Maio/Junho de 2001, no Institute
of Spectrometry and Applied Spectroscopy (ISAS), Dortmund-Alemanha e os
resultados foram submetidos para publicacéo no periddico Talanta.

Para evitar eventuais repeticdes, as referéncias bibliograficas foram
citadas no quinto capitulo. O apéndice descreve célculos, materiais,
equipamentos, reagentes e procedimentos de preparo de solugdes, utilizados na
parte experimental do trabalho.

Procurou-se disponibilizar ao leitor a relevancia de cada assunto, 0s
resultados obtidos e suas interpretacdes, de forma clara, objetiva e menos
cansativa possivel. Entretanto, o autor receberd bem quaisquer comentarios,
sugestdes e/ou criticas, 0s quais tenham como objetivo aprimorar o trabalho

aqui apresentado.



CAPITULO 1

ASPECTOS GERAIS SOBRE A QUIMICA
DO HUMUS



1.1 - DEFINICOES

A matéria organica presente nos solos, turfas e sedimentos consiste de
uma mistura de produtos em varios estagios de decomposicdo. Sao
resultantes da degradacdo quimica e bioldgica de residuos vegetais e animais
e da atividade microbiana. Essa matéria organica tem sido classificada como
huimus ou substancias humicas (SH) e substancia ndo humica.

A diferenciacdo entre substancias ndo humicas e humicas esta baseada
na natureza definida das substancias ndo humicas como por exemplo:
aminoacidos, carboidratos, proteinas e acidos organicos, enguanto, as
substancias humicas sdo de estrutura quimica indefinida formando uma
mistura de compostos (STEVENSON, 1994).

As substancias humicas compreendem uma mistura de espécies com
variacbes em suas propriedades moleculares. Por esta razéo, tem sido feito o
fracionamento das SH de acordo com suas propriedades para obter fracoes
distintas com caracteristicas similares. Geralmente as SH sdo fracionadas em
funcdo de sua solubilidade em 3 principais fracdes. Os acidos humicos (AH)
definidos operacionalmente como a fragcdo das SH solivel em meio alcalino
diluido a qual precipita pela acidificacdo do extrato alcalino. Os &cidos fulvicos
(AF) permanecem em solucdo quando o extrato alcalino é acidificado e a
humina é a fracdo ndo extraida por acido ou &lcali diluido (STEVENSON,
1994; ROSA, et al. 2000a). As interrelacbes dessas trés fragcbes sao
mostradas no diagrama da Figura 1.1.

A Figura 1.1 mostra que acido humico, acido fulvico e humina ndo séo
extremamente heterogéneos, mas cada fracdo contém formas intermediarias

com caracteristicas similares.
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Substancias
nao-hdmicas

Material organico do solo

Substancias
humicas

Fracionamento baseado
na solubilidade em meio aquoso

Soluvel em Insoltvel em &cido Insolivel em
todo intervalo de pH soluvel em alcali todo intervalo de pH
Acido Fulvico Acido Humico Humina

Variacao nas caracteristicas das fracdes
Diminuig&o do peso molecular
Diminuig&o do conteudo de carbono
Aumento do conteudo de oxigénio
Aumento da acidez e CTC*
Diminuicao do contetdo de nitrogénio

A A A A A
A A A A A

CTC* - capacidade de troca de céations

Figura 1.1 - Esquema de fracionamento do material organico e das substancias
humicas presentes no solo (ROSA, 1998a).

1.2 - ORIGEM E FORMACAO DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Embora existam varios estudos, a bioquimica da formacdo das SH
constitui ainda hoje um dos aspectos pouco compreendidos da quimica do
humus. Varios trabalhos foram escritos sobre o assunto, dos quais destacam-
se; KONONOVA (1966), SCHNITZER & KHAN (1978), GIESEKINGI (1975) e
STEVENSON (1982).

A Figura 1.2 esquematiza pelo menos quatro das principais vias
possiveis para a formacdo das SH durante a decomposi¢cdo de residuos no

solo. O principal processo é a oxidacdo de substratos hidrolisados



monomericos, formando polimeros macromoleculares de coloracdo mais ou

menos escura e elevada massa molar .

Residuos vegetais e
animais

Ac&o de microorganismos

Acgugares  Polifendis Produtos de
l degradacéo de lignina
Quinonas Ligninas
modificadas
Quinonas
v
Compostos
nitrogenados

l

Substancias Hiumicas

Figura 1.2 - Principais vias propostas para a formacgéo das substancias humicas.

As quatro vias podem ocorrer simultaneamente no solo porém, ndo com
a mesma extensdo e importancia. A via da degradacdo da lignina pode
processar predominantemente em solos mal drenados e em areas
hidromérficas, enquanto a sintese a partir de polifendis, pode ser importante
em alguns solos sob florestas. Devido a rapida assimilacdo biologica dos
acUcares, a teoria de condensacdo de aminoacucares é valida principalmente
para meios de baixa atividade biol6gica (CARDOSO, et al. 1992).
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1.3 - ESTRUTURA DAS SUBSTANCIAS HUMICAS

Na literatura existem varias propostas estruturais para as SH (FLAIG,
1960; KONONOVA, 1966; SCHNITZER & KHAN, 1978; STEVENSON, 1982)
entretanto, de acordo com STEVENSON (1985) nenhuma parece ser
inteiramente satisfatéria. Provavelmente, isto ocorre ndo apenas por causa da
complexidade e heterogeneidade estrutural das SH mas, principalmente
devido a falta de uma identidade estrutural genérica a qual é fortemente
influenciada pelo grau e mecanismo de decomposi¢cdo. A Figura 1.3 mostra o
mais recente modelo estrutural para o acido humico, o qual foi proposto por
SCHULTEN (1995) a partir de estudos espectroscopicos, pirélise, degradacao

oxidativa e microscopia eletronica.
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Figura 1.3 - Estrutura proposta para o acido humico (SCHULTEN, 1995).

Recentes estudos (PICCOLO, et al. 2000), baseados em cromatografia
e utilizando eletroforese capilar tém sugerido um novo conceito a respeito das

caracteristicas estruturais das SH. Neste caso, as SH n&o possuiriam



estrutura extremamente complexa e seriam formadas pela agregacdo de
pequenas moléculas. O paradigma da estrutura das SH tem permanecido,
enquanto novos procedimentos analiticos e desenvolvimentos especialmente
na area de espectroscopia tém sido desenvolvidos visando a obtencdo de
resultados mais contundentes 0s quais suportem as hipéteses propostas
(PICCOLO, 2000; FERREIRA et al., 2001; STEVENSON, 1994; HAYES et al.,
1989).

Mesmo com as contradicbes existentes quanto ao modelo estrutural,
algumas caracteristicas das SH ja estdo bem definidas:
1) as fracBes de &cido humico e acido fulvico, sdo misturas heterogéneas de
moléculas polidifusas, com intervalos de massa molar variando de algumas
centenas até milhares (STEVENSON, 1982);

2) ha variacdo da razdo entre acido humico e &cido fulvico em funcéo do tipo
de solo. Essa razdo estd associada ao grau de humificagdo do mesmo
(ROCHA, et al. 1998).

3) as substancias humicas extraidas de solos tém composicdo elementar

média de acordo com a Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Composicdo elementar média de acidos humico e fulvico
extraidos de solos (CALDERONI, et al. 1984).

Composicéao elementar média (%)

SH C H o) N S
Ac. Himico 538587 3262 328383 0843 0.1-15
Ac. Fllvico  40.7-506 3,870 397498 0933 0,1-3.6

Da Tabela 1.1 verifica-se que o AH tem maior teor de carbono e menor
teor de oxigénio que o AF. A razdo molar C/H é maior para o AH indicando
maior aromaticidade e uma estrutura mais condensada. A razdo C/N,
associada ao grau de decomposicdo do material, ndo apresenta grande

variagdo para os acidos.
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4) os acidos humico e fulvico apresentam alto teor de grupos funcionais
contendo oxigénio (Tabela 1.2) tais como, carboxilas, hidroxilas fendlicas e
carbonilas de varios tipos (STEVENSON, 1985).

A Tabela 1.2 mostra a variagdo do conteldo de grupos oxigenados
presentes nos acidos humico e fulvico extraidos de diferentes tipos de solo.
As variacOes observadas podem ser explicadas pelas diferentes condigGes
ambientais as quais inflenciam no processo de decomposicdo da matéria

organica e formacdo do material humico.

Tabela 1.2 - Conteudo de grupos oxigenados (meq/100 g) de &cidos hdamico e
fulvico extraidos de diferentes tipos de solos de diferentes regibes (adaptada de
STEVENSON, 1985).

Clima / solo

Grupo funcional

Temperada/ Temperada/ Subtropical/ Tropical/
Acido Neutro Acido Acido
Acidos humicos
Acidez total 570-890 620-660 630-770 620-750
COOCH 150-570 390-450 420-520 380-450
OH acido 320-570 210-250 210-250 220-300
OH alcodlico 270-350 240-320 290 20-160
Quinona C=0/
Cetona C=0 10-180 450-560 80-150 30-140
OCHjs4 40 30 30-50 60-80
Acidos fulvicos
Acidez total 890-1420 - ---- 640-1230 820-1030
COOH 610-850  ----- 520-960 720-1120
OH acido 280-570 - 120-270 30-570
OH alcodlico 340-460 - 690-950 260-950
Quinona C=0/
Cetona C=0 170-310  ----- 120-260 120-420
OCHj4 30-40 - 80-90 30-120




1.4. IMPORTANCIA DAS SUBSTANCIAS HUMICAS NO AMBIENTE

As SH representam a principal forma de Matéria Organica (MO)
distribuida no planeta Terra. Elas sdo encontradas ndo apenas em solos mas
também em aguas naturais, turfas, pantanos, sedimentos aquaticos e
marinhos. A quantidade de carbono presente na Terra na forma de SH (60 x
10" t) excede aquela presente em organismos vivos (7 x 10" 1)
(STEVENSON, 1994). As SH sao ambientalmente importantes principalmente

pelas seguintes razdes:

1) podem influenciar no transporte, biodisponibilidade e complexacdo de

metais e pesticidas no ambiente;

2) reduzem a toxicidade de certos metais (p.e. Cu™ e Al"®) para organismos

aquaticos incluindo peixes;

3) dependendo das condicbes do meio possuem caracteristicas  oOxi-
redutoras. Podem influenciar na quimica aquatica como por exemplo,
interagdo com pesticidas (MARTIN-NETO et al.,, 2001; SANTOS et al.,
1998) e reducao do fon Hg(ll) para Hg® (ROCHA, et al. 2000);

4) atuam no mecanismo de sor¢cao no solo de gases organicos e inorganicos

presentes na atmosfera,;

5) quando presentes em altas concentracbes durante o processo de
tratamento de agua podem reagir com o cloro, produzindo compostos

organicos halogenados 0s quais possuem caracteristicas cancerigenas.

Além da relevancia ambiental, as caracteristicas fisico-quimicas do
himus também causam alguns efeitos benéficos ao solo conforme mostra a
Tabela 1.3.
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Tabela 1.3 - Propriedades gerais das substancias humicas e efeitos causados ao
solo (STEVENSON, 1994).

Propriedades

Observacoes

Efeitos no solo

Cor

Retencao de agua

Combinagcdo com
argilas minerais

Quelacao

Insolubilidade em

agua

Acdao tampao

Troca de cations

Mineralizag&o

A coloracéo escura de
muitos solos é causada

pelas SH

Podem reter agua até 20

vezes a Sua massa

Cimentam patrticulas do

solo formando agregados

Formam complexos
estaveis com Cu*?, Mn*?,
Zn*? e outros cations

polivalentes

Devido sua associagdo com
argilas e sais de cations di

e tri valentes

Tém funcéo tamponante em

amplos intervalos de pH

A acidez total das fracdes
isoladas do humus varia de
300 a 1400 cmoles kg™

A decomposi¢éo da MO
fornece CO,, NH,*, NO5,
PO,* e SO,?

Retencéo de calor,
auxiliando na germinacao

de sementes

Evitam erosao e mantém a

umidade do solo

Permitem a troca de gases
e aumentam a

permeabilidade do solo

Melhoram a
disponibilidade de
nutrientes para as plantas

superiores

Pouca matéria organica é

lixiviada

Ajudam a manter as
condi¢des reacionais do

solo

Aumentam a CTC no solo.
De 20 a 70 % da CTC de

solos é devida a MO

Fornecimento de
nutrientes para o

crescimento das plantas




CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTO
EM FLUXO PARA EXTRACAO E
FRACIONAMENTO DE SUBSTANCIAS
HUMICAS DE SOLOS
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2.1 - OBJETIVOS E RELEVANCIA

A Figura 2.1 ilustra vérias linhas de pesquisa, as quais estudam
substancias huamicas. Por exemplo, caracterizacdo de estruturas parciais
(SWIFT, 1996), determinacéo de constantes de equilibrio metal-SH, labilidade
relativa de metais (ROCHA, et al. 1997), interacdo com pesticidas (SANTOS,
et al. 1998), imobilizacdo de enzima (ROSA, et al. 2000Db) etc..

Labilidade
de metais

7

— Extracao - »/ Determinagéo

{ de constante

de equilibrio
Me-SH
Imobilizacdo de
enzimas

Caracterizacéo
de estruturas parciais

Interacdo com
pesticidas

Fertilizante
natural

Complexacao
de metais

Transporte /
biodisponibilidade
de metais

Figura 2.1 - Algumas linhas de pesquisa sobre substancias humicas (ROSA, 1998a).

Para a maioria desses estudos, as etapas de extracdo, o fracionamento
e a purificacdo de substancias humicas de solos sdo pré-requisitos
fundamentais. Das condigcbes experimentais utilizadas no procedimento de
extracdo dependerao as interpretacdes futuras.

Na literatura existem diversos procedimentos descritos sobre extracdo de
SH de solos utlizando solventes alcalinos, organicos, pirofosfato de sédio,
agentes complexantes etc. (SWIFT, 1996; ROCHA, et al. 1998; HAYES &
GRAHAM, 2000). Entretanto, ainda nao existe uma metodologia para extracéo
de substancias humicas de solos oficialmente adotada. A Sociedade

Internacional de Substancias Humicas (IHSS) tem recomendado um



13 ROSA, André Henrigue - Tese de Doutoramento, IQAr.- UNESP (2001) —
Capitulo 2 — Desenvolvimento de procedimento em fluxo para extragdo e fracionamento de
substancias humicas de solos

procedimento padrdo baseado em 4 horas de extracdo com solucdo de NaOH
0,1 mol L™ & temperatura ambiente sob atmosfera de nitrogénio (WERSHAW, et
al. 1990; ROSA, et al. 1998b; ROSA, et al. 2000a).

Mesmo variando o extrator, as metodologias tém sido utilizadas em
procedimentos por batelada tornando trabalhosas as etapas de extracao,
fracionamento e purificacdo, consumindo tempo e trabalho demasiado.
Alternativamente, alguns autores tém até preferido em seus experimentos a
utilizacdo de SH comerciais, mesmo com as severas criticas existentes na
literatura quanto a validade dos resultados obtidos do ponto de vista ambiental
(MALCOLM & MACCARTHY, 1986; QIANG, et al. 1993).

Desta forma € de importancia fundamental o desenvolvimento de
métodos analiticos 0s quais permitam extrair substancias humicas de solos,
com minimas alteracbes em suas estruturas originais, em tempo
relativamente curto e com bom rendimento. Assim, 0 objetivo desta etapa do
trabalho foi desenvolver um sistema simples, em fluxo continuo, para extracao
das SH, fracionamento em &cidos huamico (AH) e falvico (AF) e purificacdo do
AF. Os resultados obtidos foram comparados com o procedimento por

batelada recomendado pela IHSS.

2.2 — EXPERIMENTAL

2.2.1 - Coleta e preparo da amostra

Amostra contendo 44,30 % (m/m) de matéria organica foi coletada a
profundidade de 20 cm da superficie de turfeira do municipio de Batatais,
interior do Estado de S&o Paulo. ApGs secagem ao ar por 3 dias foi triturada

em gral de porcelana e passada em peneiras de 0,59 mm.
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2.2.2 - Extracao das substancias humicas
2.2.2.1 Procedimento em batelada - metodologia recomendada pela IHSS
(CLAPP, et al. 1993; WERSHAW, et al. 1990)

Tomaram-se 5,0 g da amostra, adicionaram-se 50,0 mL de solucao de
HCl 0,1 mol L™ e ajustou-se o pH da solucdo em 1,5 com solucdo de HCI 1,0
mol L. Deixou-se a mistura HCl/solo sob agitacdo por 1 hora e em seguida
fez-se centrifugacdo a 1478 g por 10 minutos separando-se o sobrenadante
do residuo. Ajustou-se o pH do residuo em 7,0 com solugcdo de NaOH 1,0 mol
L' e adicionaram-se 50,0 mL de solucdo de NaOH 0,1 mol L. Deixou-se a
mistura sob agitacdo mecéanica por 4 horas sob atmosfera de nitrogénio em
sistema ilustrado na Figura 2.2. A seguir, centrifugou-se a mistura em 1478 ¢
por 10 minutos, separando-se o sobrenadante (SH) do residuo (Humina). A
Humina foi descartada e o sobrenadante (SH) acidificado até pH 1,5 com
solucdo de HCI 6,0 mol L™. Ap6s decantacdo do AH (fracdo insolivel em pH <
2,0) separou-se o AF (fracdo solivel em todo intervalo de pH) por sifonacdo e
centrifugacdo a 1478 g por 10 minutos. Os acidos foram purificados por dialise
(TOWN & POWELL, 1992) para posterior caracterizacao.

N

A

| il

L]
—

Figura 2.2 - Sistema extrator utilizado na extra¢do das substancias humicas de solos
por batelada.
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2.2.2.2 - Procedimento em fluxo

2.2.2.2.1 — Diagrama do sistema de extracdo e fracionamento das SH em

fluxo continuo (Figura 2.3)

A

BP

FC
T2 A PC \
; M .
N2 — | A AH
| 0,5 cm L~
¢F1 I___l \
Rt > > N F2
AM
Ta N
[ ] 2
FE
R2
> > Y
T3
> w

A
A

Te XAD 8 AF

Figura 2.3 - Diagrama do procedimento em fluxo proposto para extracéo,
fracionamento de substancias humicas e purificacdo de acido fulvico de solos.
Condi¢cdes: Bomba peristaltica (BP); Frasco extrator (FE); Frasco coletor (FC); Filtros
(F; and R); solucdo de NaOH 0,5 mol L (Ry); solucdo de HCI 3,0 mol L (Ry);
Agitador magnético (AM); Tubos (Ti1, T, Tz e Ty); Ponto de confluéncia (PC);
Descarte (W); Acido himico (AH); Acido fulvico (AF).

Transferiram-se 5,0 g de amostra de solo para o Frasco de Extracdo
(FE). Adicionaram-se solucdo de NaOH 0,5 mol L™ (R;) com fluxo de 5,0 mL
min? pelo tubo 1 (T,). Nitrogénio foi injetado no frasco de extracdo em fluxo
de 100 mL min' para minimizar a oxidacdo do material extraido. Fez-se
agitacdo magnética no interior do frasco extrator para auxiliar no processo de
extracdo. As SH extraidas foram succionadas pelo tubo 2 (T,) passando pelo
filtro (F,) para retencdo de materiais soélidos em suspensdo (Humina). Em
seguida foi feita adicdo em linha de solucdo de HCI 3 mol L' (R,) pelo tubo 3
(T;) com fluxo de 1,0 mL L. No Ponto de Confluéncia (PC) ocorre a

diminuicdo do pH para 1,5 havendo fracionamento das SH pela precipitacao
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do acido humico, enquanto o &cido fulvico permanece em solucdo. Esta
mistura é recebida em um Frasco Coletor (FC) e por decantacdo separou-se 0
AH do AF. Por sifonacao, o tubo 4 (T,) succiona o AF através de um filtro (F,)
com fluxo de 5,0 mL min' para uma coluna contendo resina XAD-8 a qual ira
pré-concentrar e purificar o AF de impurezas de natureza ndo humica e sais
inorganicos (MALCOLM, 1990). Mantidos todos os fluxos do sistema, o
processo € continuo até a perda de coloracdo escura do extrato humico no
frasco de extracdo. A seguir fecham-se os canais da bomba na seguinte
ordem: T, T,, T; e T,. A coluna contendo o AF € separada do sistema e faz-
se eluicdo com solucdo de NaOH 0,1 mol L™ (MALCOLM, 1990). Purifica-se
0s acidos por dialise (TOWN & POWELL, 1992) para posterior caracteriza¢ao.

As Figuras 2.4, 25 e 2.6 mostram detalhes do procedimento em fluxo

proposto.

Figura 2.4 - Sistema em fluxo para extracdo, fracionamento das substancias
humicas e purificagdo de &cido fulvico de solos.
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Figura 2.5 - Sistema em fluxo proposto para extracéo, fracionamento de substancias
hdmicas e purificacdo de acido falvico de solos (em funcionamento).

Figura 2.6 - Frasco de extracao (FE), tubos de Tygon para bombeamento, bomba

peristaltica, reciPientes para armazenamento de solu¢cdes de NaOH 0,5 mol L (Ry)
e HCI 3,0 mol L™ (R>).
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2.2.3 - Purificacdo das substancias humicas
Para as caracterizacdes espectroscopicas e determinacdo da
composicdo elementar dos acidos fez-se dialise para a remocdo do excesso

de sais dissolvidos.

2.2.3.1 - Limpeza das membranas de dialise

Foi feita segundo procedimento descrito por TOWN & POWEL (1992).
ApoOs tratamento por 10 minutos com solucdes de NaHCO; 2 % (m/v) e
EDTANa, (0,01 mol L), as membranas foram lavadas com &gua (65 °C) e

estocadas a - 6 °C.

2.2.3.2 - Didlise dos acidos humico e fulvico

Adicionaram-se os acidos na membrana de didlise e fez-se imersdo em
agua desionizada, deixando sob agitacdo magnética até teste negativo para
CI' (teste com solucdo de AgNO; 0,1 mol L™"). Em seguida transferiram-se os
acidos para placas de Petri previamente taradas e secou-se em estufa de

circulacdo forcada a 55 °C até peso constante.

2.2.4 - Caracterizacoes

2.2.4.1 - Determinagao do rendimento das extragdes
Calculou-se o rendimento da extracdo baseado-se na relagdo entre a
massa de solo seca submetida a extracdo (5,0 g) e a massa de material

organico extraido.

2.2.4.2 - Determinacédo do teor de cinzas do material extraido

O teor de cinzas foi determinado seguindo o procedimento descrito por
GRIFFITH & SCHNITZER (1975), calcinando-se o material a 750 °C por 4
horas em cadinho previamente tarado. O teor de cinzas € determinado pela
relacdo entre massa de amostra seca submetida a calcinagdo e o residuo de

calcinacao obtido.
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2.2.4.3 - Espectroscopia na regido do visivel

Tomaram-se 20 mg de cada material, dissolveu-se em 10 mL de
solucdo de NaHCO; 0,05 mol L' e fizeram-se leituras a 465 e 665 nm,
obtendo-se a relagcéo E,/Eq (GRIFFITH & SCHNITZER, 1975).

2.2.4.4 - Analise elementar
Carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados em equipamento

da Perkin-Elmer modelo 240-B, de acordo com recomendacdes do fabricante.

2.2.4.5 - Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros no IV foram obtidos de pastilhas com cerca de 200 mg de
KBr, pulverizado e seco a 110 °C e 50 mg de cada material. As pastilhas
foram obtidas submetendo a mistura (KBr/amostra) a pressdo de 10 t cmi® em

pastilhador de 14 mm de diametro.

2.3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 2.1 mostra resultados referentes ao rendimento, razdo E/Eg e
composicao elementar dos acidos humico e fulvico extraidos por batelada e
pelo procedimento em fluxo proposto.

A razdo das absorbancias a 465 e 665 nm (E,/Eg) geralmente € utilizada
na caracterizagcdo das substancias humicas e varia de acordo com o grau de
humificacdo e condensacado (SWIFT, 1996; PEURAVUORI & PIHLAJA, 1997).
Os valores da razdo E,/Eg obtidos para os acidos humico e falvico extraidos
estdo associados ao alto grau de condensacdo molecular e decomposicao do
material organico presente na amostra de turfa utilizada. A menor razéo indica

maior condensacao molecular do AF em relagéo ao AH.
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Tabela 2.1 - Comparacdo entre rendimento, razdo EJ/Eg e composicdo elementar

dos acidos humico e fulvico extraidos pelo procedimento em batelada e pelo
procedimento em fluxo proposto.

Procedimento em fluxo Procedimento em batelada
Parametros

AH AF AH AF

Rendimento(%) 15,67 8,96 11,56 6,14
E/Eg 7,5 6,0 7,2 6,4

C (%) 52,60 49,85 50,51 45,24

H (%) 5,21 4,49 4,85 5,00

N (%) 0,60 1,11 0,72 1,16

O (%)* 41,59 44,56 43,92 48,60

* calculado por diferencga livre de cinzas

A composicdo elementar estda de acordo com dados da literatura
(TOWN & POWEL, 1992; MALCOLM, 1990) e os resultados mostram
caracteristicas similares entre os éacidos extraidos por ambos procedimentos.
A razdo molar C/H corrobora os dados da razdo E./Egs indicando a maior
aromaticidade do AF em relacéo ao AH.

Os espectros dos acidos humicos obtidos na regido do infravermelho
pelos dois procedimentos de extracdo sao mostrados na Figura 2.7 e
apresentaram as seguintes frequéncias de absorc¢éo:

1) estiramento OH de silicatos na regido de 3700 cmi’;

2) estiramento OH (livre e ligado por ponte de hidrogénio) de alcoois e/ou
fendis e/ou acidos carboxilicos na regido de 3500 - 3300 cm'Y;

3) estiramento CO de alcoois e/ou fendis e SIO na regido de ~1030 e 1080
cm’, indicando a presenca de alcoois e impurezas de silicatos;

4) a presenca de anéis aromaticos pode ser caracterizada devido estiramento
CH de alquenos efou aromaéticos acima de 3000 cmi', forte banda na regiéo
de 1630 cmi' referente ao estiramento C=C de alquenos e/ou aromaticos e
bandas na regido de 900 cm* referente a deformacéo fora do plano da ligacdo

CH de anéis aromaticos;
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5) as bandas de absorcdo na regido de 2930 cm' e o estiramento C-C na
regido de 1420 cm* indicam a presenca de alifaticos;
6) a forte banda na regido de 1710 cm’, pode ser atribuida ao estiramento

C=0 de cetonas e/ou acidos carboxilicos.
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Figura 2.7 - Espectros de infravermelho de acido humico extraido de turfa utilizando
procedimento em batelada recomendado pela International Humic Substances
Society (A) e em fluxo (B), proposto neste trabalho.

Os espectros dos acidos fulvicos (Figura 2.8) mostram praticamente as
mesmas frequéncias de absorcdo do AH, com exceg¢do da banda cerca de
1700 cm* a qual encontra-se deslocada para frequéncias préximas de 1680
cm™® podendo estar associada ao estiramento C=O de cetonas conjugadas.
Estas observacOes, os valores da razdo E,Eg e composicdo elementar
indicam a maior condensacédo da estrutura do AF em relagéo ao AH.

Também, verificam-se nos espectros do AF o0 desaparecimento da

banda na regidio de 3700 cm' e diminuicdo da banda na regido de 1000 cmi’,
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associadas ao estiramento OH de silicatos, indicando a presenca deste

contaminante principalmente na fragdo humica.
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Figura 2.8 - Espectros de infravermelho de acido fulvico extraido de turfa utilizando
procedimento em batelada recomendado pela International Humic Substances
Society (C) e em fluxo (D), proposto neste trabalho.

2.4 - CONCLUSOES

Procedimentos de extracdo e fracionamento de substancias humicas de
turfa pelo procedimento em fluxo e batelada foram comparados. De acordo
com as caracterizacbes espectroscopicas e pelos valores da composicao
elementar, os acidos extraidos pelo procedimento em batelada, recomendado
pela IHSS e, em fluxo, proposto neste trabalho, apresentaram similaridades.

A vantagem do procedimento em fluxo é o aumento do rendimento e
reducdo do tempo de extragcdo (em aproximadamente 2 horas), devido a
continua extracdo do material himico pelo hidréxido de sédio o qual vai sendo

renovado. Outra importante vantagem €é que ndo apenas a extracdo mas
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também o fracionamento das substancias humicas é feita sob atmosfera de
nitrogénio minimizando assim, a ocorréncia de alteracdes estruturais.

O procedimento em fluxo também dispensa o trabalho em etapas de
filtragdo, centrifugacdo, ajuste de pH, transferéncia, manuseio de amostra e
fracOes, elevando o rendimento e diminuindo o tempo total do processo. Esse
procedimento € indicado para amostras com alto teor de matéria organica
(p.e. turfas) e pode ser adaptado a outros procedimentos de

extracdo/separacgéo de acidos humico e fulvico de solos.



CAPITULO 3

IMOBILIZACAO DA ENZIMA INVERTASE
EM SUPORTE PREPARADO COM
SUBSTANCIAS HUMICAS
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3.1- INTRODUCAO

3.1.1 - Imobilizagao de enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos constituidos de proteinas ou
glicoproteinas, o0s quais participam de reacbfes nosS organismos Vivos.
Possuem melhor desempenho em relacdo aos catalisadores inorganicos
devido sua alta especificidade, condicbes brandas de reacéo (temperatura, pH
e pressao), baixo consumo de energia e alta atividade catalitica.

Para aproveitar as vantagens da catalise biolégica em relagéo a catalise
quimica, as enzimas tém sido imobilizadas em suportes e aplicadas em
diversas areas como industrial, ambiental, analitica, médica, quimica fina etc.
(BRODELLIUS, 1978; SOLOMON, 1978; CHIBATA, 1978; KENT, et al. 1978;
KENNEDY, et al. 1983; HULTIN, 1983; ROSEVEAR, 1984; CHEETHAM,
1985; LASKIN, 1985), conforme mostra a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Algumas potenciais aplicagdes de enzimas imobilizadas (ZANIN, 1989).

Area de atuacdo Aplicacdes
Quimica - desenvolvimento de biosensores;
analitica

Bioremediacdo - degradacao de pesticidas;

Quimica

~ - sinteses organicas;
organica

- producéao de corantes (p.e. Shiconin)

Quimicafina produgéo de alcaldides (p.e. Ajmalicina)

- iIsomerizagao da glicose;
. - hidrélise da lactose;
Industria
alimenticia - resolucdo de racémicos;

- clarificacé&o de bebidas;
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Tabela 3.1 - continuacao

Area de atuacgdo Aplicacdes

- producéo de antibiéticos (p.e. penicilinas);
Indastria

farmacautica - producao de esterdides (p.e. prednisolon);

- producéo de acidos organicos (p.e. malico, citrico);

- desenvolvimento de orgdos artificiais (p.e. rim e
Medicina pulméo);

- tratamento de doencgas (p.e. acatalessemia);

- desenvolvimento de produtos quimicos pela converséo

Conversao de substratos (p.e. produgéo do 2,3 butenodiol);

de biomassas

produgcdo de combustiveis pela converséo de

substratos (p.e. producao de butanol);

3.1.2 - Métodos de imobilizacdo de enzimas

Existem vérias formas para classificar os métodos de imobilizacdo de
enzimas. De acordo com a natureza da interacdo responsavel pela
imobilizagdo, as enzimas imobilizadas podem ser classificadas em duas
categorias (Figura 3.1):

1) imobilizacdo por ligacéo; 2) imobilizacdo por retencao fisica.

METODOSDE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

IMOBILIZACAO POR LIGACAO IMOBILIZACAO POR RETENCAO FiSICA
LIGAGAO A SUPORTES LIGAGOES CRUZADAS OCLUSAO EM MATRIZ APRISIONAMENTO EM
MEMBRANAS
I6nica ou | Metdlica Ligagdes LigagBes Particulas | Fibras Encapsulagéo | Membranas
Adsor¢éo covalente cruzadas Co-cruzadas
L | RANT=TR S
r : :E NG IF\@ ‘EE|||/EEY = e
R bl \ 11
@ G m C E E [ ] < @ _ e E
= = ’ ~=- E
’ E ‘ — £ 'f/ A -——
E E

Figura 3.1 - Classificacdo dos métodos de imobilizagdo de enzimas. E: enzima; S:
suporte; A: albumina (Adaptada de BLANCH & CLARK, 1996).
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Embora vérias técnicas de imobilizagcdo possam ser usadas para uma
mesma enzima, nenhuma delas pode ser considerada como um método geral,
devido a diversidade estrutural das enzimas, substratos e produtos. Cada
método tem suas limitacOes especificas e, para uma aplicacdo em patrticular,
€ necessario utilizar um procedimento simples e barato, o qual resulte numa
boa atividade e estabilidade operacional. A Tabela 3.2 apresenta algumas das
vantagens e desvantagens dos diferentes métodos de imobilizacdo

(KENNEDY & CABRAL, 1987).

Tabela 3.2 - Comparacao entre os metodos de imobilizacdo de enzimas (KENNEDY
& CABRAL, 1987).

Caracteristicas LigacGes Adsorsdo Ligagcdo Ligacdo Ligagcdo (¢|usio

cruzadas fisica ibnica  metélica covalente
Preparacéao + simples simples  simples dificil dificil
Ligacédo forte fraca + + forte +
Atividade baixa + alta alta alta baixa
Recuperacdo  impossivel possivel possivel  possivel rara impos-
do suporte .
sivel
Custo + baixo baixo * alto *
Estabilidade alta baixa + + alta baixa
Aplicabilidade ndo sim sim sim nao sim
geral
Protecao * nao nao nao nao sim
microbiana

+ intermediario

A imobilizacdo por métodos quimicos (ligacdes covalentes) envolve
modificacbes estruturais da enzima e pode causar desativacao parcial quando
o sitio ativo participa da ligacdo. Assim, a imobilizacdo por esses métodos
deve ser feita em condicbes mais brandas possiveis, de forma a minimizar
esse problema. A ligacdo enzima-enzima ou enzima-suporte € muito forte e
resulta em alta estabilidade operacional. A recuperacdo dos suportes € dificil

ou impossivel, principalmente no caso de suportes organicos.
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A imobilizacdo pelos outros trés métodos (adsorsédo fisica, ligacdo
ibnica e metdlica) pode ser feita facilmente em condicbes brandas, com
ligacbes fracas enzima-suporte. A estabilidade operacional da enzima
imobilizada é baixa, podendo ocorrer desprendimento da mesma. Como nao
h&a modificacbes na estrutura quimica da enzima, a atividade € praticamente
mantida. Outra vantagem desses métodos € a possibilidade de recuperacéo
do suporte quando a atividade diminui.

No método de oclusdo ndo ha ligacdo enzima-suporte e, por isso, deve-
se esperar uma boa atividade, limitada a substratos e produtos de baixo peso
molecular (KENNEDY & CABRAL, 1987).

Devido a vantagens como elevada atividade e estabilidade da enzima
Imobilizada, as quais ndo permitem perdas da enzima do suporte durante a
sua aplicacdo, o método por ligacdo covalente é mais interessante do ponto
de vista econbmico e do desempenho reacional. Por isto, foi o método

estudado neste trabalho.

3.1.3 - Suportes para imobilizacado de enzimas

Quando se considera a utilizagdo de uma enzima imobilizada deve-se
procurar o tipo de suporte mais adequado as caracteristicas de aplicacdo no
gual a enzima possa ser eficientemente imobilizada. De acordo com a
composicao, os suportes disponiveis podem ser classificados em organicos e
inorganicos e segundo do método de obtencdo em naturais ou sintéticos
(Figura 3.2).
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SUPORTES PARA IMOBILIZAQAO DE ENZIMAS
ORGANICOS

INORGANICOS

POLIMEROS POLIMEROS ]
NATURAIS SINTETICOS MINERAIS SINTETICOS
SACARIDEOS PROTEINAS
gelulose C0|393_F10 Nylon Bentonita Silica com poros
gar Albumina o )
Quitina ) Poliacrilatos Pedra Pomes Vidro com poros
: Gelatina o Celit i
Amido Sed Poliestirenos elite Vidro n&o poroso
Dextrana eda o Argila -
Quitosana Polivinilicos Oxido de ferro

Figura 3.2 - Suportes para imobilizagéo de enzimas (WISEMAN, 1985).

3.2 - OBJETIVOS E RELEVANCIA

3.2.1 - Preparagdo de um novo suporte para imobilizagdo de enzimas
utilizando-se substancias humicas

Embora sejam muitas as potenciais aplicacbes de enzimas imobilizadas
(Tabela 3.1), os processos que as utilizam ainda sdo poucos. Segundo
VICENTE (2000) e ZANIN (1989), isto deve-se principalmente aos seguintes
fatores:

1) elevado custo de suportes e reagentes para imobilizagéo;
2) baixa eficiéncia dos métodos de imobilizacao;
3) baixa estabilidade operacional da enzima imobilizada;

O suporte utilizado na imobilizacdo de enzimas € um dos fatores de
maior importancia para o bom desempenho do preparado enzimatico. As
principais propriedades do suporte, estdo relacionadas com suas
caracteristicas superficiais como, pH, carga, natureza hidrofobica e hidrofilica,
metalicos (ZANIN, 1989).

caracteristicas sdo0 muito peculiares as das substancias humicas (HAYES,

efeito redutor e presenca de ions Estas

1989). Assim, neste trabalho estudou-se a possibilidade de utilizagdo das SH
na preparagdo de um novo suporte para imobilizacdo de enzimas visando
elevar o rendimento e

reduzir os custos de preparagdo do suporte,

desempenho do preparado enzimatico.
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3.2.2 — Imobilizacdo da enzima invertase no suporte preparado com
substancias humicas e em suporte tradicional, visando a inversdo da sacarose

Com o aumento significativo da populacdo mundial, novas prioridades
foram estabelecidas para aumentar a quantidade e a qualidade de alimentos
disponiveis. Os alimentos industrializados surgiram causando reducdo de
custos e aumento do tempo de conservacdo. A industria passou a utilizar
diversos compostos capazes de dar aos alimentos algumas caracteristicas
necessarias tais como antioxidantes, aromatizantes e adocantes. Esses
compostos sdo conhecidos como aditivos e podem ser de origem natural ou
sintética. Dentre os aditivos, o0s edulcorantes (adocantes) destacam-se por
darem sabor doce aos produtos alimenticios. Dentre os adogantes nutritivos, a
sacarose € 0 mais empregado nas dietas alimentares (LENHINGER, 1990).

Entretanto, o consumo de adocantes nutritivos, em especial da
sacarose, nem sempre € bem-vindo para todas as pessoas, como é 0 caso
dos diabéticos e obesos. Para estes casos foram desenvolvidos adocgantes
nao-nutritivos 0s quais estimulam as mesmas estruturas linguais (sabor) mas,
sem aproveitamento caldrico para o usuario. Dentre os adocantes sintéticos
mais empregados no Brasil, tem-se o acesulfame-K, aspartame, ciclamato e
sacarina, fabricados pela Hoechst, Monsanto, Brasfanta e Pan Americana,
respectivamente. Esses adocgantes foram liberados para o consumo no inicio
da década de 80, sendo o mercado atualmente constituido por mais de 50
empresas, com uma estimativa superior a 40 milhdes de consumidores
(FUOCO, 1991).

Em relacdo a esses adocgantes 0 mais recomendado € o acesulfame-K,
devido aos testes de inocuidade em seres humanos, ratos, macacos e
coelhos terem demonstrados que o mesmo ndo é metabolizado, ndo afetando
as fungbes do organismo humano (SINKELDMAN, et al. 1991). Os demais,
aspartame, ciclamato de sodio e sacarina ainda sdo motivos de suspeitas e
controvérsias quanto aos seus efeitos e potencial cancerigeno (RANNEY, et
al., 1976; O'BRIEN & GELARDI, 1981; AHMED & THOMAS 1992).
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Devido a dificuldade de se encontrar um adogante sintético, “sem
restricbes medicas”, o0 acUcar invertido (mistura equimolar de frutose e
glicose) tem sido utilizado como uma possivel alternativa. Dentre as
vantagens de sua utilizacao pode-se citar:

1) maior solubilidade que a sacarose e elevada pressédo osmotica;

2) maior capacidade de retencédo de umidade;

3) maior dogura;

Por ser mais soluvel que a sacarose (DHAMPUR INVERTOS LTD,
1999) e ter elevada pressdo osmotica, 0 agucar invertido € muito utilizado na
industria de suco concentrado, leite condensado, geléias, gomas, frutas
enlatadas, marmelada, sorvetes (10% acuUcares totais) e em suspensdes
(remédios), reduzindo o ponto de congelacdo (cristalizacdo) do produto final e
as possibilidades de crescimento de microrganismos.

Devido a maior capacidade de retencdo de umidade (poder umectante)
e docura, este, € muito utilizado na industria de papel, tabaco e principalmente
em produtos de padaria fermentaveis e ndo fermentaveis (pées, pdes com
frutas cristalizadas, bolos, bolachas, biscoitos e massas especiais) e
confeitaria (cremes, chocolates) dando ao produto final maior maciez,
aumento de massa, enriguecimento do sabor, menor tempo de cozimento ou
de fermentacdo, menor consumo de acucar, maior permanéncia do vigor de
paes, dentre outras aplicacoes.

Também por ser mais doce que a sacarose (KIRK, 1994), o acUcar
invertido pode ser utilizado para disfarcar o sabor amargo de suspensodes
(remédios) e principalmente na industria de refrigerantes e refrescos,
reduzindo a quantidade de agucar no produto final.

A imobilizacdo da invertase e sua aplicacdo em processos continuos
para producdo do agucar invertido € atraente, na medida em que se consegue
um produto final de elevada pureza, tipico do processo biologico e ainda sem
causar problemas de &guas residuarias, muito comum nOS pProcessos

quimicos. Em comparacdo com a hidrélise atravées da enzima soluvel, o

método utilizando a invertase imobilizada pode reduzir bastante os custos do
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processo pois, elimina etapas posteriores ao processo de hidrélise e
principalmente por reduzir a quantidade de enzima necessaria. Alta
produtividade/estabilidade e o baixo custo para imobilizacdo da invertase séo
requisitos fundamentais para competir com 0 processo tradicional
(MANSFELD, et al. 1992).

3.2 - EXPERIMENTAL

3.3.1 - Coleta e preparo da amostra de solo

A amostra de turfa foi coletada até 20 cm de profundidade da superficie
no municipio de Cananéia, interior do Estado de S&o Paulo. Apés secagem ao
ar por 3 dias, foi triturada em gral de porcelana e passada em peneira de 2

mm.

3.3.2 - Extracdo das substancias humicas - Procedimento recomendado pela
IHSS (CLAPP, et al. 1993; WERSHAW, et al. 1990) — vide 2.2.2.1, pag. 14.

3.3.3 - Purificacdo das substancias humicas - vide 2.2.3, pag. 18.

3.3.4 - Caracterizagbes

3.3.4.1 - Composicéao elementar - vide 2.2.4.4, pag. 19.

3.3.4.2 - Espectroscopia na regido do infravermelho - vide 2.2.4.5, pag. 19.

3.3.4.3 - Titulagcao potenciométrica

O teor de grupos funcionais das SH foi determinado por titulacdo

potenciométrica conforme procedimento descrito por ALEIXO, et al. (1992).
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3.3.5 - Preparacao dos suportes

3.3.5.1 - Ativacdo de aminopropil silica com substancias humicas (APTS-SiO,-
HS)

Em aliquota de 40 mL de solu¢do de SH (1 mg mL™) adicionou-se 1,0 g
de aminopropil silica, ajustou-se o pH em 7,5 e o volume a 50 mL, deixando-
se a mistura sob agitacdo mecanica por 24 horas a temperatura ambiente. A
aminopropil silica ativada com SH foi separada por centrifugacdo a 1478 g por
10 minutos e seca a 55 °C em estufa com renovagdo de ar. Fizeram-se
lavagens do APTS-SIiO,-HS com agua desionisada pH 4,5. Ap0s curagem a
120 °C por 5 horas do APTS-SIO,-HS, fizeram-se outras lavagens com agua
desionizada para verificar liberagcdo das SH através de leituras espectrais nas

regides do ultravioleta e visivel (KOOPAL, et al. 1998).

3.3.5.2 - Ativacdo de aminopropil silica com glutaraldeido (APTS-SiO,-GA)
Adicionaram-se 10,0 mL de solucdo de glutaraldeido 0,05 mol L' a 1,0
g de aminopropil silica, ajustou-se o pH em 7,5 e deixou-se a mistura sob

agitacdo mecanica por 2 horas a temperatura ambiente (CHIBATA, 1978).

3.3.6 - Imobilizagéo da enzima invertase

Adicionaram-se 20 mL de solucdo de invertase (50 mg mL™) aos
suportes preparados (APTS-SiO,-HS e APTS-SiO,-GA), deixando-se as
misturas sob agitacdo mecéanica a temperatura ambiente por 48 horas. Filtrou-
se a mistura a vacuo e separou-se 0 sobrenadante (enzima ndo imobilizada),
para determinacdo da quantidade de enzima imobilizada. O residuo (enzima
imobilizada nos suportes) foi lavado com solucdo tamp&o acetato (0,05 molL™,
pH 4,5) até teste negativo para invertase, feito por leituras espectrais nas
regides do ultravioleta e visivel. A enzima imobilizada foi estocada a 4 °C em

solugdo tamp&o acetato 0,05 mol L e pH 4,5.
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3.3.7 - Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho do suporte APTS-SIO,-HS e
da invertase imobilizada no APTS-SiO,-HS (APTS-SIiO,-HS-Enz), foram
obtidos em pastiihas preparadas com KBr na razdo 1:100 utlizando

espectrometro Nicolet 730 SX-FT.

3.3.8 - Medidas da atividade enziméatica

A unidade de atividade (U) corresponde a quantidade de enzima que
hidrolisa 1,0 mmol min' de sacarose (0,146 mol L") em solucdo tamp&o
acetato, pH 4,5 e temperatura de 45 °C. Assim, a atividade enzimatica foi
determinada por medidas da velocidade de formacédo de acUcares redutores,
durante a hidrélise da sacarose (0,146 mol L") em solucdo tampdo acetato,
pH 4,5 e temperatura de 45 °C.

Os acucares redutores (glicose e frutose) foram determinados
colorimetricamente a 540 nm, utlizando-se a reacdo com acido di-nitro
salicilico (DNS) (SUMMER, 1921; MILLER, 1959). O método do DNS baseia-
se na reducdo do &cido 3,5-di-nitro salicilico a &cido 3amino-5-nitro salicilico
e, a0 mesmo tempo, a oxidacdo do grupo aldeidico ou cetbnico a grupos
carboxilicos, com o desenvolvimento de coloracdo laranja-marrom forte. O
esguema das reacdes envolvidas estéo ilustradas na Figura 3.3.

A concentracdo de glicose e frutose formada em funcdo do tempo foi
calculada utilizando-se curva de calibracdo, obtida através da determinacado

das absorbancias de uma série de cinco concentragdes padrdes de glicose.
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Figura 3.3 - Esquema das reacfes envolvidas no método com &cido dinitro
salicilico (BERGAMASCO, 1989).

3.3.8.1 - Determinacédo da atividade pelo método das velocidades iniciais.
A atividade da enzima invertase tanto na forma livre como imobilizada
foi determinada pelo método das velocidades iniciais, utilizando-se os reatores

ilustrados na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Reatores em batelada (a) Enzima soltvel e (b) Enzima imobilizada.

3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 - Caracterizacdo das substancias humicas

As SH extraidas do solo de Cananéia apresentaram CcOmMpOSICa0
elementar de 47,92 % de carbono, 6,16 % de hidrogénio, 1,44 % de nitrogénio
e 4448 % de oxigénio. A quantificacdo dos grupos funcionais por
potenciometria caracterizou uma distribuicdo de acidos carboxilicos 55%,
hidroxilas fendlicas 22 %, aminas terciarias 16 % e 7 % de aminas
secundarias. Estes resultados auxiliaram na caracterizacdo das interacdes

entre as SH/aminopropil silica e SH-aminopropil silica/invertase.

3.4.2 - Ativacao de aminopropil silica com substancias humicas

A ativacdo da aminopropil silica por SH foi feita em pH 7,5 para
favorecer a reagcédo entre as SH e 0s grupamentos amina presentes no APTS-
SiO, pois, nesse pH as SH encontram-se em conformacdo estrutural
estendida (SWIFT, 1989). Durante a reacdo de ativacdo, observou-se perda
da coloracdo da solugdo das SH como consequéncia de sua

adsorcao/interacdo covalente com o suporte APTS-SIO,. Ap6s 24 horas sob
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agitacdo mecanica, confirmou-se por quantificacdo, que toda SH adicionada
(50 mg) reagiu com a aminopropil silica. Apés lavagens do biocatalizador com
solucdo tampdo acetato 0,05 mol L™ pH 4,5, ndo verificou-se liberacdo das
SH. Isto corrobora os resultados obtidos por KOOPAL, et al. (1998) os quais
estudaram a estabilidade do APTS-SIiO,-HS frente a diversos solventes e

valores de pH.

3.4.3 - Imobilizagéo da invertase no suporte ATPS-SIO,-HS

Devido a grande distribuicdo de massa molar e constituicdo quimica
indefinida das SH, € pouco conhecido o tipo de interacdo ocorrida entre SH e
proteinas (PFORTNER, et al. 1998). A imobilizacdo da invertase foi feita em
pH 4,5 pois, neste pH a enzima apresenta maior atividade (VICENTE, 2000;
VASANTI, 1996).

Os espectros obtidos na regido do infravermelho do APTS-SIO,-HS e da
enzima imobilizada no APTS-SiO,-HS sdao mostrados na Figura 3.5. A regido
do espectro abaixo de 1300 cmi’ foi desconsiderada para andlise, devido a
forte banda de absorcdo na regido de 1250 e 1000 cm?, associada ao
estiramento assimétrico da ligacdo Si-O-Si, o qual mascara as demais bandas
de absorcao (GOETZ, et al. 1991).

Comparando-se o0s espectros do ATPS-SiO,-HS com o da enzima
imobilizada no ATPS-SiO,-HS (ATPS-SiO,-HS-Enz), verificam-se algumas
diferencas quanto as intensidades das bandas de absorcdo a 3500 cmi'
(associadas ao estirando O-H de alcool e/ou fendis e/ou acidos carboxilicos),
2350 cm® (deformacdo axial associada ao grupo imina N=C) e 1700 cm'
(estiramento C=0 de grupos carbonilicos). A forte banda na regido de 2300
cm’ e diminuicdes das bandas nas regifes de 3500 e 1700 cm' do espectro
da enzima imobilizada no ATPS-SIiO,-HS, indicam a ligagdo covalente entre
0s grupos NH, da invertase com o0s grupos carbonilicos do suporte ativado
(Figura 3.6).
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Figure 3.5 - Espectros na regiao do infravermelho do APTS-SiO,-HS e da invertase
imobilizada no APTS-SiO2-HS (APTS-Si0,-HS-Enz).

H H
;—\ et o Nt c|: PR - ¢
—N—H " C50- - —N—C—0O- = —N—C:QO*H+— —N=C
| % | | " o [ = N
H H

Figure 3.6 — Reacao entre o suporte ativado e a invertase.

No processo de imobilizacdo, as forgas iGnicas sdo também importantes
e participam da interacdo HS/invertase. De acordo com PFORTNER, et al.
(1998), existe uma relacdo entre a carga da proteina e sua afinidade pelas
SH. Em pH 4,5 a invertase encontra-se negativamente carregada (Ponto
isoelétrico = 4,0), permitindo a ocorréncia de interacdes idnicas com 0S grupos
protonados das SH (KOOPAL, et al. 1998).
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3.4.4 - Determinacéo da quantidade da invertase imobilizada nos suportes.

Os valores da concentracdo de glicose e frutose formada em funcdo do

tempo durante a reacdo do substrato com a enzima sollvel, imobilizada no

suporte tradicional e no suporte preparado com as substancias humicas, séao

mostrados nas Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5, respectivamente.

Tabela 3.3 — Formacdo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacédo da
sacarose com a invertase solluvel (teste para quantificacéo da invertase imobilizada).

Tempo  Absorbancia [G + F] [G + F] Vol. diluicdo  [G + F]
(min.) (540 nm) (mgmL™)  (nmol mL™) (5 X) (mmol mL™)
3 0,165 0,3150 0,8751 4,3758 4,3758
6 0,215 0,3999 1,1097 5,5489 5,5489
9 0,291 0,5279 1,4660 7,3321 7,3321
12 0,408 0,7255 2,0154 10,0773 10,0773
15 0,492 0,8674 2,4096 12,0483 12,0483
18 0,535 0,9401 2,6114 13,0571 13,0571
21 0,631 1,1022 3,0619 15,3095 15,3095

Tabela 3.4 — Formacao de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte tradicional (teste para quantificacéo

da invertase imobilizada).

Tempo  Absorbancia [G + F] [G + F] Vol. diluicdo  [G + F]
(min.) (540 nm) (mgmL™)  (nmmol mL™) (5 X) (mmol mL™)
3 0,258 0,4743 1,3175 6,5875 6,5875
6 0,361 0,6477 1,7993 8,9965 8,9965
9 0,483 0,8550 2,3750 11,8750 11,8750
12 0,587 1,0310 2,8640 14,3200 14,3200
15 0,703 1,2276 3,4100 17,0500 17,0500
18 0,828 1,4391 3,9975 19,9875 19,9875
21 0,983 1,7031 4,7309 23,6545 23,6545




ROSA, André Henrique - Tese de Doutoramento, IQAr.- UNESP (2001) — 41
Capitulo 3 — Imobilizagéo da enzima invertase em suporte preparado com
substancias humicas

Tabela 3.5 — Formacdo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte preparado com substancias
humicas (teste para quantificacdo da invertase imobilizada).

Tempo  Absorbancia [G + F] [G +F] Vol. diluicdo  [G + F]
(min.) (540 nm) (mgmL™)  (nmmol mL™Y) (5 x) (mmol mL™?)
3 0,271 0,4950 1,3750 6,8750 6,8750
6 0,361 0,6477 1,7992 8,9959 8,9959
9 0,487 0,8622 2,3950 11,9750 11,9750
12 0,578 1,0168 2,8244 14,1222 14,1222
15 0,676 1,1827 3,2853 16,4263 16,4263
18 0,767 1,3366 3,7128 18,5639 18,5639
21 0,838 1,4570 4,0472 20,2361 20,2361

A partir dos valores das Tabelas 3.3, 3.4 e 3.5 construiram-se as
Figuras 3.7, 3.8 e 3.9 para obtencdao do coeficiente angular das cunas e

determinacéo das atividades da enzima soltvel e imobilizada nos suportes.

164 Y=A+B*X
fp Parametro Valor  Erro
1147
e A 2,34279 0,20783
° i B 0,59062 0,01549
12
=
c /
— 100 R sb N P
0 10_
+ 0,99828 0,2459 7 <0,0001
© 8
6
4-
| ! | ! |
0 10 15 20

Tempo (minuto)

Figura 3.7 — Formacao de glicose e frutose em fungdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase em solucdo (teste para quantificacdo da invertase
imobilizada).
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Figura 3.8 — Formacgao de glicose e frutose em fungdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte tradicional (teste para quantificacéo
da invertase imobilizada).
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Figura 3.9 — Formacgao de glicose e frutose em fungdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte preparado com substancias
hamicas (teste para quantificacdo da invertase imobilizada).
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Assim, a partir do modelo de calculos descritos no apéndice,
determinou-se a quantidade de invertase imobilizada nos suportes conforme

mostrado a seguir:

A, = [0,59 (mmol mL™ substrato. min) x 50 (mL de substrato)] / 0,025 (mL de

enzima) = 1180 U mL™ de enzima

Agst = [0,93 (mmol mL™ substrato. min) x 50 (mL de susbtrato)] / 0,100 (mL de

enzima) = 465 U mL™" de enzima

Agssy = [0,76 (mmol mL™ substrato. min) x 50 (mL de susbtrato)] / 0,100 (mL de

enzima) = 380 U mL™" de enzima

Onde: A, = atividade da enzima adicionada; Agsr € a atividade de enzima
imobilizada no suporte tradicional e Agsr € a atividade de enzima imobilizada

no suporte preparado com substancias humicas.

Eisr = (1180 x 20 ) — [465 x (20+2)] = 13370 U g'*

Eissy = (1180 x 20 ) — [380 x (20+2)] = 15240 U g*

Onde: E;sr é a quantidade de enzima imobilizada no suporte tradicional e Essy
€ a gquantidade de enzima imobilizada no suporte preparado com substancias

humicas.

3.4.5 - Determinagao da atividade da invertase imobilizada nos suportes

As Tabelas 3.6 e 3.7 mostram a formacdo dos acUcares redutores em
funcdo do tempo durante a reacdo com as enzimas imobilizadas no suporte
tradicional e suporte preparado com substancias humicas, respectivamente,
levando-se em consideragdo a alteracdo do volume no reator durante a

retirada das aliquotas.
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Tabela 3.6 — Formacédo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacédo da

sacarose com a invertase imobilizada no suporte tradicional (teste para

determinacéo da atividade da invertase imobilizada).

Tempo Abs. [G+F] [G+F] Vol. Dil. [G+F] [G+F]

(min.)) 540nm mgmL? mmolmL? (25x) Vol. reator nmol
0 0,002 0,020135 0,055931 1,398273 49,5 69,91365
3 0,211 0,371407 1,031687 25,79218 49,0 1276,713
6 0,239 0,418468 1,162411 29,06027 48,5 1423,953
9 0,27 0,47057 1,30714 32,6785 48,0 1584,907
12 0,328 0,568053 1,577924 39,4481 47,5 1893,509
15 0,388 0,668896 1,858046 46,45114 47,0 2206,429
18 0,458 0,786547 2,184854 54,62135 46,5 2567,203
21 0,558 0,95462  2,651723 66,29308 46,0 3082,628

Tabela 3.7 - Formagdo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte preparado com substancias
hdmicas (teste para determinacéo da atividade da invertase imobilizada).

Tempo Abs. [G+F] [G+F] Vol. Dil. [G+F] [G+F]

(min.) 540nm mgmL* mmolmL?® (25x) Vol. reator nmol
0 0,002 0,020135 0,055931 1,398273 49,5 69,91365
3 0,035 0,075599 0,209998 5,249943 49,0 259,8722
6 0,079  0,149551  0,41542 10,3855 48,5 508,8897
9 0,148 0,265522  0,73756 18,439 48,0 894,2913
12 0,236  0,413426  1,148405 28,71012 47,5 1378,086
15 0,307  0,532757  1,479882 36,99704 47,0 1757,359
18 0,39 0,672258 1,867383 46,68458 46,5 2194,175
21 0,479 0,821843 2,282897 57,07241 46,0 2653,867

As Figuras 3.10 e 3.11, construidas com os dados das Tabelas 3.6 e
3.7, nostram a formacgéo da glicose e frutose em fungcao do tempo durante a
reacdo com as enzimas imobilizadas no suporte tradicional e preparado com

substancias humicas, respectivamente.
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Figura 3.10 — Formacdo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte tradicional (teste para
determinagé&o da atividade da invertase imobilizada).
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Figura 3.11 - Formacdo de glicose e frutose em funcdo do tempo. Reacdo da
sacarose com a invertase imobilizada no suporte preparado com substancias
humicas (teste para determinagéo da atividade da invertase imobilizada).
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Assim, a partir do modelo de calculos descritos no apéndice,
determinou-se a atividade da invertase imobilizada no suporte tradicional e no

suporte preparado com substancias humicas.

Agst = [138,631270 (mmol mL™ substrato min®) / 0,04239 (g)] = 3270 U g* de
suporte
Agish = [142,89343 (mmol mL™ substrato min™) / 0,03861 (g)] = 3700 U g * de

suporte

3.4.6 - Comparacédo da quantidade e atividade da invertase imobilizada nos
suportes

A quantidade de invertase imobilizada no APTS-SiO,-HS foi 15200 U/g
enquanto que no APTS-SIO,-GA foi 13400 U/g. As atividades enzimaticas
experimentais foram 3700 + 100 e 3270 £ 80 U/g, para os sistemas APTS-
SIO,-HS e APTS-SIO,-GA, respectivamente. Estes resultados estdo
associados a alta porcentagem dos grupos carbonilicos e carboxilicos
presentes na estrutura das SH os quais favorecem as interacbes covalentes e
idnicas, respectivamente. Comparando-se as atividades da invertase
imobilizada em varios suportes (Tabela 3.8), pode-se inferir que a ativacdo da
silica  aminopropil por SH é um método viavel e interessante para a

imobilizacdo da invertase.

3.5 - CONCLUSOES

Considerando o aumento da quantidade e da atividade da invertase
imobilizada pelo novo suporte desenvolvido, em comparagdo a outros
disponiveis na literatura (Tabela 3.8), este trabalho abre uma nova
perspectiva de aplicacdo desse suporte para imobilizacdo da invertase. Outra
vantagem do suporte desenvolvido em relacdo aos tradicionais € a reducdo
dos custos de sua preparacdo, pois as SH podem ser extraidas a baixo custo

em solos ricos em matéria organica.



ROSA, André Henrique - Tese de Doutoramento, IQAr.- UNESP (2001) — 47
Capitulo 3 — Imobilizagéo da enzima invertase em suporte preparado com
substancias humicas

Tabela 3.8 - Atividade da invertase imobilizada em diversos suportes.

Suporte Atividade Condicbes Referéncias
(U g*suporte)
55 “°C, pH 4,5 (GOETZ, et al.
Silica magnética 469 0,292 mol L* 1991)
sacarose
Poli(tetraethyleno 25 °C, pH 4,5 (MANSFELD &
penta 3050 0,146 mol L* SCHELLEN-
aminomethylene) sacarose BERGER, 1987)
Celulose de 333 37°C, pH 5,0 (MAREK, et al.
Glicidil metacrilato 334 0,5 mol L™ 1984)
PS-DVB 205 sacarose
c 40 °C, pH 4,5 (MONSANT, et
orn stover 36000 0,4 mol L al. 1984)
(200mm) sacarose
- 25 °C, pH 5,0 (MANSFELD,
Poliaminomethyl 1200 0,146 mol L etal. 1992)
stirene) (600nm) sacarose
Silica aminopropil 45 °C, pH 4,5 Presente
ativada por 3700 0,146 mol L* trabalho
substancias sacarose
himicas
(150-300mm)
Silica aminopropil 45 °C, pH 4,5 Presente
ativada por 3300 0,146 mol L* trabalho
glutaraldeido sacarose

(150-300mMm)
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EXTRACAO E TROCA DE ESPECIES
METALICAS EM EXTRATOS AQUOSOS
DE TURFA MEDICINAL
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4.1 — INTRODUCAO

Turfas sdo formadas continuamente por um complexo processo de
decomposicdo e humificacdo de residuos de plantas através de oxidacao
microbiologica durante milhares de anos (MARTHUR & FARNHAM, 1985;
ROSA, 1998a). Existem cerca de 500 milhdes de hectares de turfa no
planeta (aproximadamente metade da area da Europa), 0s quais
contribuem com cerca de 0,67 x 10 toneladas de carbono (BRAMRYD,
1985). Devido seu elevado teor de humina, acido humico e é&cido fulvico, as
turfas possuem interessantes propriedades fisico-quimicas as quais
possibilitam sua aplicacdo em diversas areas como por exemplo,
tratamento de aguas (BROWN, et al. 2000; BAILEY et al. 1999),
monitoramento  da  poluicdo  ambiental  (VIRARAGHAVAN,  1993;
MCLELLAN & ROCK, 1986), producdo de combustiveis (HATCHER, et al.
1983), medicina e medicina veterinaria (BEER, et al. 2000).

Baseado em suas caracteristicas anti inflamatorias (p.e. reumatismo,
artrite, dermatite), anti viral e estrogénica, muitos pacientes tém utilizado e
obtido resultados positivos em terapias a base de turfas ha centenas de
anos. A terapia com turfas teve inicio na Grécia, a qual possui hoje centros
equipados (“Spas”) para o tratamento, conforme mostra a Figura 4.1
(NASTOS & GARAGOUNIS, 2000).
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Figuras 4.1 — Fotos sobre terapia a base de turfas em um ‘Spa” localizado na
Grécia (NASTOS & GARAGOUNIS, 2000).
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Recentemente, também foi confirmada a aplicabilidade de turfas em
tratamentos de sinusite cronica (STANKIEWCZ, et al. 2000) e em medicina
veterinaria (GRYBAN, et al. 2000; STEPCHENKO & TIKHONQOV, 2000;
CSICSOR & TOTH, 2000). GRYBAN, et al. (2000) estudaram a utilizacdo
de preparados de turfa para prevenir doencas em potros e STEPCHENKO
& TIKHONOV (2000) verificaram a reducdo de complicagbes apos
vacinacdo em frangos utilizando medicamentos alternativos a base de turfa.
CSICSOR & TOTH (2000) também verificaram a possibilidade da utilizacdo
de turfas ao invés de antibidticos geralmente utilizados em préaticas
veterinarias e 0s quais provocam alguns problemas para a saude dos
animais como por exemplo, alergia, diminuicdo da resisténcia e do sistema

imonoldgico.

4.2. OBJETIVOS E RELEVANCIA

Embora hajam experiéncias positivas com tratamentos a base de
turfas, existem apenas limitados conhecimentos a respeito de suas
propriedades e componentes medicinais (KLOCKING, 1994). Especula-se
gue seus efeitos estariam associados ao alto teor de substancias humicas
(SH) e suas espécies metélicas (KLOCKING, 1994; GRYBAN, et al. 2000;
CSICSOR & TOTH, 2000; ROSA, et al. 2001). Entretanto, o enriquecimento
natural de metais em banhos de turfas (NAUCKE, 1980) e sua possivel
(bio) disponibilidade durante o tratamento tem sido pouco investigada
(BEER, et al. 1999). Estes autores verificaram a extragdo e o0 acumulo de
metais em pacientes durante o tratamento com turfas. Também, metais
pesados em extratos aquosos de turfas medicinais foram recentemente
caracterizados (BURBA, et al. 2001a). Para tal, eficientes procedimentos
para especiacao, diferenciacdo e extratibilidade de metais sédo requeridos.

Nesta etapa do trabalho, a cinética de extracdo do Material Organico

Dissolvido (MOD) e as espécies metalicas de turfas utilizadas
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terapeuticamente foram caracterizadas. Particularmente, a disponibilidade e
a cinética de troca por ions Cu(ll) das espécies metdlicas presentes em
extratos aquosos de turfas foram estudadas. Para tal, procedimentos
analiticos combinando eficientes métodos de diferenciacdo e determinacao

foram utilizados.

4.3 - EXPERIMENTAL

4.3.1 - Amostras de turfas medicinais

Foram obtidas da empresa "GroRBes Gifthorner Moor" -
Sassenburg/Norte da Alemanha, coletadas em 2 diferentes pontos de um
mesmo campo. Os teores de agua das amostras foram determinados por
secagem em estufa de circulagcdo de ar renovada a 110 °C por 4 horas e
apresentaram 77,6 e 79,2 % (m/m) de agua, para as amostras 1 e 2,

respectivamente.

4.3.2 - Digestdo com agua régia

Utillizou-se o procedimento padrédo convencionalmente utilizado por
BURBA, et al. (2001a). Tomaram-se 0,5 g de amostra de turfa previamente
seca a 110 °C, adicionaram-se 21 mL de solugcdo HCIl 30 % (suprapur) e 7
mL de solucdo de HNO; 65 % (suprapur) em um béquer de quartzo (200
mL). Aqueceu-se cautelosamente a mistura até 100 °C e depois até 120 °C.
Em seguida, o material remanescente foi digerido pela adicdo de mais 20
mL de solucdo de HNO; (suprapur) e refluxo por 3 h. Finalmente, o digerido
foi diluido com &gua desionizada (MilliporeQ-System) até volume final de
100 mL. Pequenos residuos de turfa ainda remanescentes foram removidos

por filtrag&o.
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4.3.3 - Extracdo da matéria organica e metais das amostras de turfas

Uma amostra de 200 g de turfa foram suspendidas em 500 mL de
agua desionizada e cerca de 3,0 mL de solucdo 2,0 mol L' de NaOH
(suprapur) para ajustar o pH em 45. A mistura foi agitada e o pH
monitorado durante o experimento. Depois de diferentes periodos de tempo
(5, 10, 15, 30 60 e 120 minutos), aliquotas (cerca de 50 mL cada) foram
fitradas através de papel de filtro qualitativo e posteriormente em
membrana 0,45 mm para remover material particulado. As fracdes foram
utilizadas para caracterizacdo por espectroscopia na regido do UViis e
determinacdo dos metais. Utiizando o mesmo procedimento, a influéncia
do pH (5,0) e diferentes extratores (solucdes de CaCl, 0,01 mol L™, acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 0,01 mol Lt e acido

dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 0,01 mol L) foram estudados.

4.3.4 - Determinacéo dos metais

Os metais foram determinados nos extratos das amostras de turfa por
espectrometria de absorcdo (EAA- PyeUnicamSP9) e emissdo (ICP-OES-
spectrometer Thermo Jarrel Ash IRIS AP) atémica, dependendo do analito
de interesse e sua concentracdo, seguindo as recomendacdes dos
fabricantes e da literatura (WELZ & SPERLING, 1997).

4.3.5 - Caracterizacdo do material organico dissolvido (MOD) utilizando-se
espectroscopia nas regides do UV/vis

O material organico dissolvido (MOD) dos extratos de turfa foram
caracterizados por medidas de absorbancia nos comprimentos de onda a

254 e 436 nm utilizando um espectrometro Varian Cary 1/3.

4.3.6 - Troca entre espécies metdlicas da turfa por ions Cu(ll)
Determinou-se a concentragdo do MOD em um filtrado do extrato

aquoso da turfa (50,0 g de turfa seca e 200,0 mL de agua pH 4,5)
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utilizando-se método de combustdo catalitica em equipamento Schimadzu-
5000. Posteriormente, adicionaram-se em intervalos de 30 minutos
diferentes quantidades de ions Cu(ll) (5, 10, 20, 30, 50, 100, 500 and 1000
mg) e apos cada intervalo de tempo, aliquotas foram filtradas e a

concentracéo dos metais determinadas (BURBA, et al. 2001Db).

4.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Disponibilidade de metais em amostras de turfa medicinal utilizando
diferentes extratores

De acordo com BEER, et al. (1999), as propriedades terapéuticas das
turfas podem estar associadas a extratibilidade de suas espécies metalicas.
Neste caso, a disponibilidade dos metais em amostras de turfas medicinais
seria um importante parametro a ser considerado no tratamento. A Tabela
4.1 mostra o0s resultados da concentragcdo total e da concentracao
disponivel dos metais (Al, Fe, Mn, Sr, Zn, Ni, Cd, Co, Pb e Cr) em amostras
de turfas utlizando diferentes extratores. A disponibilidade dos metais
foram calculadas considerando a concentracdo dos metais apos 60 minutos
de extracdo e a concentracdo total dos metais nas amostras, determinados
apos digestdo com agua régia.

A concentracédo total dos metais na amostra de turfa 2 foram naiores
do que na amostra turfa 1 para todos os metais estudados (Al, Cd, Co, Cr,
Fe, Mn, Ni, Pb, Sr e Zn), com excecdo do Pb. Provavelmente, esses
resultados estdo associados ao maior teor de SH nessa amostra de turfa, o
gue resulta em sua maior capacidade de complexacdo (ROSA, et al. 2001).
Isto foi observado durante a digestdo por agua régia da amostra de turfa 1
pois, houve formacdo de espuma caracteristica da degradacdo de
carboidratos, indicando sua menor humificagdo (STEVENSON, 1994).
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A Tabela 4.1 mostra também que o extrator utilizado influencia
fortemente na disponibilidade dos metais presentes e a seguinte ordem
decrescente de extracdo pode ser estabelecida: DTPA, EDTA >> solucdo
de CaCl, > agua pH 50 > &agua pH 4,5. Agua e solucdo de CaCl,
remobilizaram 0s metais presentes em maiores quantidades (Al, Fe, Mn, Sr,
Zn e Ni) das amostras de turfa, enquanto, as solugcbes de EDTA e DTPA
extrairam também outros metais (Cd, Co e Pb) presentes em menores
concentragbes. Crébmio praticamente ndo foi disponibilizado pelos
extratores utllizados provavelmente devido sua forte ligagdo as SH
(BURBA, 1998).

Baseado nos resultados listados na Tabela 4.1, as seguintes ordens
de disponibilidades dos metais em funcdo dos extratores puderam ser
caracterizadas: Solugbes de EDTA e DTPA: Mn > > Zn > Pb > Cd > Ni >
Co> Fe > Sr, Al; Slucdo de CaCl,: Sr>> Mn > Ni > Zn > Cd > Al > Fe;

Agua: Mn > Sr > Ni > Zn > Al > Fe. Comparando a disponibilidade dos
metais em fungdo dos extratores, pode-se concluir que o Mn foi 0 metal
mais disponivel enquanto Fe e Al apresentaram menor disponibilidade. Da
mesma forma, considerando que geralmente o tratamento tem sido feito em
suspensdes aguosas, 0S metais 0s quais poderiam influenciar na terapia
com turfas seriam Al, Fe, Mn, Sr e Ni, pois, apenas esses metais foram

extraidos por agua.
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Tabela 4.1 — Metais em turfas medicinais: concentracao total® e porcentagem de metais disponibilizados utilizando-se diferentes

extratores.

Conc. total® Turfal Conc. total® Turfa 2

Metal (mg g-l) % de metal extraido em relacdo a concentracéo total® (g g'l) % de metal extraido em relagdo a concentragcao total™
agua agua CacCl, EDTA DTPA agua agua CacCl, EDTA DTPA

pH45 pH50 (0,00molL™) (0,00 molL™) (0,01 molL™ pH4,5 pH50 (0,01molL™ (0,01molL™ (0,01 molL™)
pH 4,5 pH4,5 pH 4,5 pH 4,5 pH 4,5 pH 4,5
A 851,2 0,12 0,86 2,15 7,66 7,45 1278,5 0,06 1,48 0,68 3,61 4,17
Fe 2276,8 0,12 0,78 0,58 13,77 13,86 3932,5 0,04 4,72 0,68 16,58 17,83
Mn 74,6 3,38 7,62 5,69 99,49 100,61 88,9 8,15 11,19 7,22 92,58 68,92
Sr 29,7 154 1,36 19,15 4,88 7,52 51,0 3,96 3,90 20,28 4,73 8,48
Zn 81,0 0,32 0,45 3,21 77,20 69,79 96,0 0,18 0,58 0,76 54,46 43,13
Ni 2,1 1,39 1,14 3,63 25,76 28,65 3,7 1,20 2,53 23,10 19,08 31,97
Cd 0,5 ---- - 2,88 39,84 40,31 0,5 -—-- -—-- 3,17 31,40 28,27
Co 0,9 -—-- - - 23,47 24,81 1,3 ---- - - 21,28 20,91
Pb 1,9 -—-- ---- ---- 64,94 67,43 6,5 ---- -—-- -—-- 65,66 57,77

Cr 0,9 -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- 25 ---- -—-- -—-- -—-- ----

 determinados por EAA ou ICP-OES ap6s digestdo com agua régia; ®valores de porcentagem expressos em relacdo concentracéo total; (----)
— metal ndo detectado.
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Também, de acordo com a Tabela 4.1 observa-se que o pH exerce forte
influéncia na remobilizacdo dos metais. Para as amostras de turfa 1 e 2, e
extracdo utilizando agua em pH 4,5 pode-se estabelecer a seguinte ordem de
remobilizagdo: Mn > Zn > Sr > Fe = Al. Entretanto, em extrato aquoso com pH
5,0 verificou-se a ocorréncia do aumento da remobilizacdo para todos os
metais com excecdo de Sr. Em pH 5,0 caracterizou-se a seguinte ordem de
remobilizacdo: Mn > Sr > Fe > Al > Zn. O aumento da extracdo de Fe e Al
provavelmente esta associado ao aumento da extragdo das SH em pH 5,0. Ao
contrario, o teor praticamente constante de Sr extraido em pH 45 e 5,0,
indicam que esse metal estd fracamente ligado as SH podendo ser facilmente

remobilizado em agua, independentemente do pH.

442 Cinética da extracdo de espécies metalicas e material organico
dissolvido (MOD) em turfas medicinais

As Figuras 4.2a e 4.2b mostram a influéncia do tempo na extracao do
MOD e de espécies metdlicas das amostras de turfa em pH 4,5 e 5,0.

Verifica-se pela Figura 4.1a que todos os metais estudados (Al, Fe, Mn,
Sr e Zn) tiveram um comportamento similar de extracdo em fungéo do tempo.
Entretanto, cada metal atinge o equilibrio de extracdo em diferentes tempos.
Mn e Zn extraidos atingem o equilibrio ap6és 15 minutos de extracgao,
enquanto Al e Fe apos 30 minutos. Estroncio foi praticamente extraido em
cerca de 10 minutos. Obviamente, estes resultados mostram pouca diferenca
entre a cinética de extracdo para 0s metais estudados. Entretanto, a Figura
4.1b mostra que o aumento do pH altera significativamente o equilibrio da
extracdo dos metais disponiveis. Além das alteracdes da disponibilidade dos
metais e da extracio do MOD, a cinética da extracdo dos metais é
significativamente  alterada. Para todos o0s metais a cinética €
consideravelmente mais lenta e o equilibrio € atingido em cerca de 60

minutos.
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Razdes de absorbancias axs nm / ass nm téM sido frequentemente
utilizadas na caracterizagdo das SH (ABBT-BRAUN, 1992; ROSA, et al.
2001). As Figuras 4.2a e 4.2b mostram que apés 30 minutos a extracdo do
MOD atinge o equilibrio. Assim, pode-se sugerir que a extracdo das espécies
metalicas esta diretamente associada com a extracdo do MOD, especialmente
Al e Fe. As razdes &s4 nm !/ @uzs nm do MOD extraido em 5 e 10 minutos (Figura
42a) sdao um pouco menores, provavelmente devido provavelmente a
diferengcas entre as caracteristicas do material organico extraido nesses
tempos. ASTER (1998) verificou que moléculas maiores (100-50 kDa)
possuem maiores valores de absorbancia em 254 nm ao contrario de
moléculas menores. Assim, provavelmente, no inicio do processo a extracao
de moléculas maiores sdo predominantes em relacdo as menores. Estas
observacbes estdo de acordo com novo conceito sobre a estrutura das SH em
solucdo, o qual sugere as SH sendo formadas por moléculas de diferentes
tamanhos agregadas entre si (PICCOLO, 2000).

4.4.3 - Troca entre metais presentes na turfa por ions Cu(ll) e solucbes de
DTPA e EDTA

A determinacdo da concentragdo total dos metais em amostras de
turfas fornece limitadas informacdes em relacdo as suas disponibilidades.
Assim, a disponibilidade de espécies metalicas presentes em turfas pode ser
caracterizada utilizando um metal fortemente competitivo como por exemplo
ions Cu(ll) (BURBA, 1998). A Figura 4.3 mostra a troca de espécies metdlicas
da amostra de turfa (Al, Fe, Mn e Sr) por ions Cu(ll). E possivel verificar que
500 mg de ions Cu(ll) adicionados a suspensdo aquosa de turfa foram
suficientes para trocar 0s metais complexados na turfa nas seguintes
porcentagens: 21,76 (Al), 3,94 (Fe), 79,00 (Mn) e 81,95 % (Sr). O célculo foi
feito considerando-se a concentracédo total de cada metal na amostra de turfa.
De acordo com os resultados, Mn e Zn foram mais trocados com ions Cu(ll)
gque Fe e Al. Estes resultados sao corroborados por outros estudos os quais

mostram que Fe e Al possuem forte ligagcdo em amostras ricas em material
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humico (BURBA, et al. 2001b; STEVENSON, 1994). ROCHA, et al. (2001)
também verificaram similar comportamento de troca entre espécies metdlicas
e hidrocoldides ricos em material humico presentes em &guas do lago Venner
Moor — Miuster/Alemanha. Assim, pode-se sugerir similaridades da troca de

metais nessas duas diferentes matrizes.
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Figura 4.3 - Troca entre espécies metalicas presentes em turfa por ions Cu(ll).
Condig¢Bes: 50 g de turfa 1, 200 mL de &gua, pH inicial 4,5.

Além da troca por ions Cu(ll), as espécies metdlicas de amostras de
turfa foram caracterizadas utilizando-se agentes complexantes como DTPA e
EDTA. Em ciéncias do solo, solucbes de DTPA e EDTA tém sido
consideradas como bons trocadores para estimativa da bio disponibilidade de
metais (KLUTE, 1986). As curvas de troca dos metais complexados em
amostra de turfa medicinal por solucbes de DTPA e EDTA sao mostradas nas
Figuras 4.4a e 4.4b.
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Figure 4.4 — Extracdo dos metais presentes na turfa por a) solucdo de EDTA e b)
solucao de DTPA. Condigdes: 200 g de turfa 1, 500 mL solugdes de EDTA ou DTPA
(0,01 mol LYy e pH 4,5.
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As razdo entre as absorbancias ayss nm /aszs nm da MOD extraida por
solucbes de EDTA e DTPA tiveram maiores valores (cerca de 20) em relacdo
aos valores obtidos utilizando agua como extrator (cerca de 7), mostrados na
Figura 4.2. Este aumento provavelmente esta associado a extracdo de
moléculas maiores em relacdo a extracdo feita com solucbes aquosas
(STEVENSON, 1994; ROSA, et al. 2000a).

Para ambos complexantes (solucbes de EDTA e DTPA), pode-se
observar similar capacidade de extracdo para os metais estudados. Isto indica
que as solucdes de EDTA e DTPA possuem similar poder de remobilizacdo
de metais em turfa medicinal e 0 mecanismo do processo € praticamente o
mesmo. Também foi possivel caracterizar a cinética de extracdo dos metais
por esses trocadores. De acordo com os resultados das Figuras 4.2a e 4.2Db,
Fe e Al reagiram lentamente com a solucdo de EDTA indicando cinética de
primeira ordem (t;, @ 60 minutos) enquanto Pb, Sr, Cu, Co e Cd trocaram
mais rapidamente. Zn, Ni e Mn mostraram uma velocidade de reacéo
intermediaria. Com os dados da Figura 4.4.a construiu-se a Figura 4.5, a qual
mostra a cinética da extracdo de algumas espécies metdlicas utilizando-se
solucéo de EDTA.
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Figura 4.5 - Cinética da extracdo de espécies metalicas presentes em amostra de
turfa por solugcdo de EDTA. Condicdes: 200 g de turfa 1, 500 mL de solucdo de
EDTA (0,01 mol LY) e pH 4,5.
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4.5 — CONCLUSOES

Conforme recentes consultas, na literatura existe apenas um artigo
publicado associado a cinética de extracdo de matéria organica dissolvida e
metais em amostras de turfa (GOSSET, et al. 1986), indicando a necessidade
de mais pesquisas associadas ao estudo do mecanismo dos efeitos
terapéuticos de turfas medicinais. Desta forma, este trabalho contribui para o
inicio do entendimento das interacdes entre turfas medicinais e suas espécies
metalicas, podendo ser de especial relevancia para compreensdo dos efeitos

terapéuticos do tratamento com turfas. Os resultados obtidos mostraram que:

1) a extracdo da MOD ocorre em um processo cinético complexo e apds cerca
de 30 minutos o equilibrio € atingido;

2) Mn é o metal mais disponivel presente em amostras de turfas medicinais
enquanto que Fe e Al sdo os menos disponiveis. Entretanto, Fe e Al estdo em
elevadas concentragdes podendo influenciar fortemente no processo;

3) o pH exerce forte influéncia na extracdo da MOD e suas espécies
metalicas. Em pH natural da turfa (4,5), a cinética de extracdo parece ser
simples ao contrario do que ocorre com um pequeno aumento do pH (5,0);

4) as seqguintes ordens de disponibilidades dos metais em funcdo dos
extratores puderam ser caracterizadas: Solucbes de EDTA e DTPA: Mn > >
Zn > Pb > Cd > Ni > Co> Fe > Sr, Al; Solucdo de CaCl,: Sr >> Mn > Ni > Zn >

Cd > Al > Fe; Agua: Mn > Sr> Ni > Zn > Al > Fe.

5) o estudo de troca com ions Cu(ll) indicou ordem decrescente de troca Sr
(81,95) > Mn (79,00) > Al (21,76) > Fe (3,94);

6) solucbes de DTPA e EDTA exibiram similar e forte capacidade de extracéo

dos metais presentes na amostra de turfa medicinal.
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Pretende-se dar continuidade aos estudos associados a imobilizacdo de
enzimas em suporte preparado com substancias hdmicas. Para tal, solicitou-
se bolsa ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPg), no ambito do Programa Especial de Estimulo a Fixacdo de Doutores
(PROFIX). No projeto proposto, pretende-se utilizar Substancias Humicas
(SH) como suporte e/ou ativante de suporte na imobilizacdo de enzimas de
interesse em biorremediacdo e biotecnologia. As enzimas: lactase, fosfatase,
penicilina acilase e peroxidase serdo imobilizadas em SH e em suporte
tradicional. O desempenho reacional dos suportes serdo comparados por
medidas de atividade e estabilidade do preparado enzimatico.

Além da relevancia da proposta para criagdo de conhecimento em
temas de fronteira, este Projeto pode ser considerado estratégico para o
desenvolvimento cientifico e tecnolégico do Pais pois, visa gerar novos
desenvolvimentos em areas de Pesquisa ainda carentes como,

biorremediacao ambiental e biotecnologia.
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6.1 - Equipamentos

- agitador magnético Variomag Telesystem;

- agitador mecéanico Tecnal modelo TE-033;

- balancga analitica Sartorius — 2432, com capacidade maxima de 200 g;

- balanca eletronica Denver Instrument Company 400 XE séries, de prato
externo, precisao 0,01 g e capacidade maxima de 400 g;

- bomba peristéltica de quatro canais Ismatec modelo MC-MS/CA;

- centrifuga Tomy modelo IC-15SN, com capacidade de até 3000 g;

- controlador e indicador de temperatura MLW, modelo 8;

- destilador de &cidos em quartzo, Micronal,

- equipamento para analise elementar CHNSO - CE Instruments, Perkin
Elmer modelo EA 1110;

- espectrofotdbmetro para leituras na regido do UV/Visivel SHIMADZU, modelo
UV-1203;

- espectrometro para leituras na regiao do infravermelho Nicolet modelo 730
SX-FT;

- espectrometro para leituras na regido do UV/Visivel Varian Cary 1/3;

- espectrometro de absorcéo atbmica PyeUnicamSP9;

- espectrometro de emissao atdomica com plasma de argonio induzido - ICP-
AES, Thermo Jarrel IRIS-AP;

- estufa de circulacdo forcada da Soc. Fabbe Ltda, modelo 305/5;

- evaporador rotativo Tecnal modelo TE120, equipado com sistema de alto
vacuo Edwards, modelo Speedivac-2;

- medidor portatil de pH Orion modelo 250 A,

- micropipetas automaticas, varios volumes (fixos e variaveis) VWR e
Finnpipette Labsystems;

- mufla EDGCON 5P;

- placa de aquecimento Marchesoni modelo 046;

- rotaevaporador Buchi R-114 equipado com sistema vacuo Buchi B-169;

- sistema purificador de agua Millipore-Multi-Q;

- vidraria comum a um laboratdrio de Quimica Analitica;
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6.2 - Reagentes e materiais

- acetato de sdédio tri-hidratado (Reagen), C,H;O,Na.3H,O, MM = 136,10 ¢
mol*:

- acido 3,5- dinitro salicilico monohidratado (Sigma), CgHsN,O;, MM = 242,10
g mol™:;

- 4cido acético glacial (Merck), C,H,0,, d®= 1,05 g mL™, titulo = 100 %
(m/m), MM = 60,05 g mol™:;

- &cido cloridrico p.a. (Merck), HCI, = 1,19 g mL™, titulo = 37% (m/m), MM
= 36,46 g mol'™;

- &cido cloridrico suprapur (Merck), HCI, &= 1,19 g/mL, titulo = 30% (m/m),
MM = 36,46 g mol'™";

- acido dietilenotriaminopentaacético-DTPA (Merck), Ci4H»3N;Opp, MM =
393,35 g mol™;

- acido etilenodiaminotetraacético-EDTA (Merck), C;oHisN,Na,Og.2 H,O, MM
= 372,24 g mol'™";

- &cido nitrico suprapur (Merck), HNO;, of*= 1,4 g mL™, titulo = 65 % (m/m),
MM = 63,01 g mol'™";

- bicarbonato de sédio (Merck), NaHCO;, MM = 84,01 g mol™;

- cloreto de célcio CaCl,. 2 H,0 (Sigma), MM = 147,0 g mol™;

- D-glicose anidro (Sigma), CsH;,0s, MM = 180,20 g mol™;

- enzima Invertase (EC 3.2.1.26, b-D-fructofuranosidase fructohydro-lase)
N200000, atividade de 300 U mg™ (Novo Nordisk Bioindustrial do Brasil Ltda,
Brasil);

- ftalato 4cido de potassio (Merck), HOCOC¢H,COOK, MM = 204,22 g mol™;

- glutaraldeido 25 % (m/m) (Sigma), CsHgO,, MM = 100,10 g mol™;

- hidréxido de sédio p.a. (Merck), NaOH, MM = 40,00 g mol™;

- hidréxido de sédio suprapur (Merck); NaOH, MM = 40,00 g mol™:;

- membranas 0,45 mm, Durapore (Millipore), n° referéncia HULP04700;

- nitrato de prata (Merck), AgQNO;, MM = 169,87 g mol'™;

- padrao multielementar de metais para ICP, solucéo IV, Merck;
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- resina macroporosa acril ester Amberlite XAD 8 (Serva Feinbiochimica);

- sacarose p.a. (Sigma), C;,H,,0;1, MM = 342,30 g mol™:;

- silica (150-300 nmm, didmetro de poro 450 A) preparada com ¢
aminopropiltriethoxysilane.

- tubos de didlise adquiridos na Fundacdo Sardi, de 12 -14.000 MW, com

1x30 m e diametro com 27mm, referéncia; 57736-7000/1;

6.3 - Preparo das solucbes estoque

As solucbes foram preparadas por dissolugbes e/ou diluicbes dos
respectivos reagentes. Toda agua utilizada foi previamente destilada e
purificada em sistema desionizador de agua, marca Milli-Qplus até apresentar

resistividade 18,2 M ohm/cm a 25 °C.

Solucéio de &cido cloridrico (6,0, 3,0 e 0,1 mol L'): preparadas por diluicdes

da solugéo concentrada de HCI.

Solucdo de &cido dietilenotriaminopentaacético (0,01 mol L™): dissolveram-se
3,9 g de DTPA em béquer, transferiu-se para baldo volumétrico de 1,0 L e

completou-se 0 volume com agua.

Solucdo de é&cido etilenodiaminotetraacético (0,01 mol L™): dissolveram-se 3,7
g de EDTA em béquer, transferiu-se para baldo volumétrico de 1,0 L e

completou-se o volume com agua.

Solucdo de AgNO; (0,01 mol L™): dissolveram-se 1,70 de AgNO; em béquer,
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com

agua.
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Solucdo de cloreto de célcio (0,01 mol L™): dissolveram-se 1,47 g de CaCl,
em beéquer, transferiu-se para baldo volumétrico de 1,0 L e completou-se o

volume com agua.

Solucdo de hidréxido de sédio (2,0 mol L'): dissolveram-se 40,00 g de NaOH
em béquer, transferiu-se para baldo volumétrico de 500 mL e completou-se o

volume com agua.

Solucdo de NaHCO; (0,05 mol L™): dissolveram-se 0,42 g de carbonato Acido
de sodio em béquer, transferiu-se para baldo volumétrico de 100,00 mL e

completou-se o0 volume com agua.

Solucdo de NaHCO; (2 % ml/v): dissolveram-se 2,00 g de carbonato &acido de
s6dio em béquer, transferiv-se para baldo volumétrico de 100 mL e

completou-se o volume com agua.

Solucédo tampédo acido aceético/acetato de sodio: preparou-se uma solucdo de
acido acético (1,0 L), 0,05 mol L' e uma solucéio de acetato de sédio (1,0 L),
0,05 mol L*. Em seguida adicionou-se a solucdo de &cido acético na solucéo
de acetato de sodio, sob agitacdo, ajustando-se o pH para 4,5 em pHmetro

calibrado com padrdes 4,0 e 6,9.

O preparo das solu¢des de trabalho de concentragbes menores foi feito

por diluicdo das respectivas solucdes estoque.

6.4 — Calculos utilizados para determinacdo da atividade da invertase

iImobilizada nos suportes preparados

6.4.1 - Método do reator em batelada para enzima em solucéo
A velocidade inicial da reacdo foi calculada fazendo-se a regresséao

linear da concentracdo de glicose e frutose produzida ao longo do tempo,
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utilizando-se 0 método dos minimos quadrados na parte reta inicial da curva.
O calculo da atividade da enzima em solucdo foi feito de acordo com o
seguinte procedimento:

Para cada amostra converteu-se a absorbancia medida, em
concentracdo de glicose e frutose formada (mg mL™), com o auxilio da curva

padrao:

Absorbancia - a

[G +F] =

(1)

a = coeficiente linear da curva padrdo de glicose;
b = coeficiente angular da curva padréao de glicose;

Calculou-se a concentracdo de produto no reator, convertendo-se em

substrato consumido (nmol mL™):

[G+F],* F

[G + I:]Formada =

MM Glicose + Frutose (2)

[G+F] ; = concentracdo de glicose e frutose (mg mL™) no tempo “t’ qualquer;
determinada para cada amostra diluida.

F = fator de diluicdo da amostra;

MM Giicose + Frutose = Massa molar da glicose e frutose (360 g mol™);

G+Fromada = CONcentracéo de glicose e frutose @mol mL™) no reator no tempo
“t” qualquer, ou de sacarose consumida (mmol mL™).

A atividade da enzima em solugcao (As) foi determinada a partir do
coeficiente angular (b;) da reta ajustada, multiplicando-se pelo volume util do

reator (Vg) e dividindo-se pela quantidade de enzima adicionada (E,).
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Ea

3)

As = atividade da enzima em solucdo (U mL™ de enzima);

b, = coeficiente angular da reta (mmol mL™ substrato min™);
Vr = volume de substrato utilizado na reacao (mL de substrato);
E, = quantidade de enzima adicionada no reator (mL enzima).

6.4.2 - Método do reator em batelada para enzima imobilizada

Para a enzima imobilizada, as equacbes alteram-se devido a fase nao
ser homogénea como na enzima sollvel. Para a enzima em solucdo retira-se
determinada quantidade de enzima junto com cada amostra, mantendo-se a
concentragdo no meio reacional. Para a enzima imobilizada, o volume de
reacdo diminui cada vez que retira-se uma aliguota, mas a quantidade de
enzima imobilizada permanece constante. Para corre¢cdo, multiplicou-se a
concentracdo de glicose e frutose pelo volume presente no reator em cada
retirada de aliquota, calculando-se a quantidade total de produto formado e
ndo a concentracdo, como no caso da enzima soluvel. As equacbes para o
calculo da atividade da enzima imobilizada estdo expressas a seguir, com a

guantidade total de substrato consumido em nmol.

[G+F],* F * Vg

[G + I:]Formada =

MM Glicose + Frutose ( 4)

[G+F], = concentracdo de glicose e frutose (mg mL™) no tempo “t" qualquer;
para amostras diluidas;

F = fator de diluicdo da amostra;

Vr = volume de substrato apds a retirada de cada aliquota (subtrai-se de 0,5
mL do valor anterior).

MM Gilicose + Frutose = Massa molar da glicose e frutose (360 g mol'™);

G+F romada= Quantidade total de glicose e frutose (nmol) no tempo “t’
gualquer, a qual equivale a sacarose consumida.
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Determinou-se a atividade da enzima imobilizada (Ag) a partir do
coeficiente angular (b,) da reta, dividindo-se pelo valor da massa de suporte
utilizado (M).

(5)

Ag = atividade da enzima imobilizada (U g* de suporte);

b, = coeficiente angular da reta (U);

Mg = massa de suporte expresso em gramas (g), apos recuperacéo, lavagem
e secagem do suporte.

6.5 — Célculos utlizados para determinacdo da quantidade de invertase

imobilizada nos suportes preparados

Determinou-se a quantidade de enzima imobilizada, pela diferenca
entre a quantidade de enzima adicionada e a quantidade de enzima presente

no sobrenadante (enzima nao imobilizada).

EImobilizada = E Adicionada ~ ESobrenadante (6)

E adicionada = Quantidade de enzima sollivel adicionada. Este valor foi
obtido multiplicando-se a atividade da enzima em solucdo (As) pelo volume de
enzima adicionada ao suporte (U - unidades adicionadas).

- *
E Adicionada — AS \ Enzima adicionada (7)

E sobrenadante = Quantidade de enzima que restou na solucdo (enzima néo
imobilizada). Este valor foi obtido multiplicando-se a atividade da enzima do
sobrenadante pela soma do volume de enzima adicionada e de tampao retido
(U - unidades que restaram).
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— *
E Sobrenadante — A Sobrenadante \ (Enzima oferecida + tampa&o retido) (8)

Rearranjando as equacoes tem-se:

E Imobilizada = (AS X VEnzima adicionada) - (ASobrenadante X V-(Enzima adicionada + tampé&o retido)) (9)

Para o0 célculo das atividades das enzimas adicionada e do
sobrenadante (ndo imobilizada) seguiu-se a metodologia descrita nos itens
6.4.1 e 6.4.2 (pag. 83-86).
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