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Resumo da Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-graduagdo em Engenharia de
Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessarios a obtencao

do grau de Mestre em Engenharia de Processos.

POTENCIAL APLICACAO DE PEROXIDASE DE RABANETE (Raphanus sativus
L.) IMOBILIZADA EM FIBRA DE COCO NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Kennedy Costa da Conceicao

O presente estudo tem como objetivo avaliar a biodegradacdo de corantes téxteis
utilizando peroxidase obtida a partir do rabanete imobilizado pelo método de adsorcéo
fisica em fibra de coco como suporte orgéanico, bem como a caracterizagdo do pH,
temperatura e FTIR. A Eficiéncia de Descoloracdo (ED) da peroxidase de rabanete livre
(PRL) e da peroxidase de rabanete imobilizada (PRI) em fibra de coco foi quantificada
em diferentes A por espectrofotometria UV-Vis, 660 nm para Azul de Metileno (AM),
625 nm para Azul Marinho (AZM) e 527 nm para Vermelho do Congo (VC). Todos os
ensaios de biodegradacdo da PRL e PRI foram conduzidos durante 1 h a 200 rpm a
25 °C num volume total de 10 mL em reator de tanque agitado. Os parametros avaliados
para forma livre e imobilizada foram: efeito do pH, razdo molar corante: H,O,,
quantidade de biocatalisador e tempo de contato, e estabilidade operacional para PRI.
Apos a determinacdo das condigdes otimas verificou-se a ED méxima, para PRL e PRI
26 e 87% para AM (pH 8 para ambos, 1:1 mmol/L e 1:0,5 mmol/L, 40,4 U e 3,25x10°
U, respectivamente), 62 e 61% para AZM (pH 5, 1:10 mmol/L para ambos, 13,45 U e
26,25x107 U, respectivamente) e 70 e 50% para VC (pH 4 e 2, 1:1 mmol/L para ambos,
9,32 U e 23,66x10° U, respectivamente). A PRI foi reutilizada dez vezes para AM e
duas vezes para AZM e VC, respectivamente, mantendo mais de 50% de eficiéncia
inicial. Desta forma, os resultados confirmam o uso potencial de peroxidase de rabanete

imobilizado em fibra de coco na biodegradacéo de corantes.

Palavras-chave: Rabanete, fibra de coco, imobilizacdo, biodegradacdo, corantes

téxteis.



Abstract of the dissertation presented to the Process Engineering graduate program of
University Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of
Master of Science (M.Sc.).

POTENTIAL APPLICATION OF RUBBER PEROXIDASE (Raphanus sativus L.)
IMMOBILIZED IN COCONUT FIBER IN EFFLUENT TREATMENT

Kennedy Costa da Conceicao

The present study aims to evaluate the biodegradation of textile dyes using peroxidase
obtained from radish immobilized by physical adsorption method on an organic support
coconut fiber, as well as the characterization pH, temperature and FTIR. The
discoloration efficiency (DE) of free radish peroxidase (FRP) and immobilized radish
peroxidase (IRP) in coconut fiber was quantified in different A by UV-Vis
spectrophotometry, 660 nm Methylene Blue (MB), 625 nm Navy Blue (NB) and 527
nm Red Congo (RC). All biodegradation assays of FRP and IRP were conducted for 1 h
at 200 rpm at 25 °C in a total volume of 10 mL in stirred tank reactor. The parameters
evaluated for free and immobilized form were: effect of pH, molar ratio dye: H,0,,
amount of biocatalyst and contact time, and operational stability to IRP. After
determination of optimized conditions the maximum DE, for FRP and IRP 26 and 87%
for MB (pH 8 for both, 1:1 mmol L™ and 1:0.5 mmol L, 40.4 U and 3.25x10° U,
respectively), and 62 and 61% for NB (pH 5, 1:10 mmol L™ for both, 13.45 U and
26.25x107 U, respectively) and 70 and 50% for RC (pH 4 and 2, 1:1 mmol L™ for both,
9.32 U and 23.66x107 U, respectively). The IRP was reused ten times for MB and twice
for NB and RC, respectively, maintaining more than 50% initial efficiency. In this way,
the results confirm the potential use of peroxidase of radish immobilized on coconut

fiber in the biodegradation of dyes.

Keywords: Radish, coconut fiber, immobilization, biodegradation, textile dyes.
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Capitulo I

1. INTRODUCAO

A remocdo da cor dos efluentes € um dos grandes problemas enfrentados pelo
setor téxtil. A elevada estabilidade quimica dos corantes dificulta sua degradacao pelos
sistemas de tratamento convencionais empregados pelas inddstrias téxteis. A
contaminacdo de rios e lagos com estes compostos provocam, além da poluicdo visual,
sérios danos a fauna e flora destes locais (DALLAGO et al., 2005).

Devido a estas implicacbes ambientais, novos processos de remocdo e/ou
degradacdo destes compostos em efluentes téxteis tém sido testados. As principais
técnicas disponiveis para a descoloracdo de aguas residuais envolvem adsorcéo,
precipitacdo, degradacdo quimica, processos eletroquimicos, fotoquimicos e
biodegradacdo (DE SOUZA et al., 2007). Dentro deste contexto, processos alternativos
vém sendo utilizados por meio de acdo de enzimas, particularmente as oxidorredutases
(SATAR e HUSAIN, 2009; SILVA et al., 2013; JIANG et al., 2014).

Os tratamentos enzimaticos ainda ndo sdo comumente usados nas inddstrias
téxteis. Os altos custos associadas a producdo e aplicacdo de biocatalisadores ainda
dificultam seu uso em grande escala com finalidades ambientais. Os biocatalisadores
imobilizados séo sistemas enziméticos fisicamente confinados ou localizados em certa
regido definida no espaco com retencdo de atividades cataliticas e que podem ser usadas
repetida e continuamente, promovendo uma maior estabilidade operacional, aumentar a
vida util da enzima e facilitar a separacdo do produto do catalisador (PACHECO e
SOARES, 2014). A extracdo a partir de fonte vegetal pode ser uma alternativa para o
uso de enzimas de baixo custo e consequentemente consolidagéo biocatalitica ambiental
(TEIXEIRA et al., 2010).

Segunda a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) as
enzimas podem ser classificadas em 6 como transferases, hidrolases, liases, isomerases,
ligases e dentre elas a oxidorredutases, onde o perdxido de hidrogénio atua em seu
meio, degradando a partir dos compostos fendlicos os efluentes téxteis.

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sdo heme proteinas que catalisam reacdes na
presenca de peroxido de hidrogénio (H,O;) (SINGH et al., 2015). A fim de melhorar a
eficiéncia e o custo do processo enzimatico, a enzima pode ser imobilizada a fim de

obter a reutilizacdo. A escolha de um suporte adequado para realizar a imobilizacdo é



influenciada pelas suas propriedades quimicas (composic¢do, natureza hidrofilica ou
hidrofdbica, estabilidade), mecénicas e geométricas (tamanho, forma, espessura,
porosidade), caracteristicas da enzima a ser imobilizada (composi¢cdo quimica,
propriedades fisicas, estrutura) e suas propriedades ecoldgicas e bioldgicas (DA SILVA
etal., 2012).

Para conseguir uma aplicacdo de baixo custo a nivel industrial, existem relatos de
alguns suportes de baixo custo oriundos de residuo agroindustrial, eficazes para
imobilizagcdo de enzimas, como casca de arroz, palha de arroz e fibra de coco em
oxidorredutases. O suporte de fibra de coco ja foi utilizado por ser uma alternativa
barata e facilmente disponivel para a imobilizacdo da lacase comercial na aplica¢do da
descoloracdo do corante téxtil. A técnica de imobilizacdo representa, no entanto varias
vantagens, como porosidade de suporte elevado e estabilidade, num método suave,
rapido, simples e baixo custo, como adsorcdo fisica tem como base a sua bioafinidade,
ligacdo de Van der Walls e pontes de hidrogénio. Este método economiza tempo e mao
de obra uma vez que € uma operacgdo simples podendo ser reutilizado em varios ciclos
apds dessorcdo da enzima inativa (CRISTOVAO et al., 2011; BOUCHERIT et al.,
2013).

Os corantes sdo compostos aromaticos complexos, que sdo normalmente
utilizados para a coloracdo de varios substratos, as vezes sdo fundidos com metais
pesados na estrutura interfacial e sdo considerados como uma consequéncia
relativamente ruim para 0 meio ambiente, devido a sua natureza toxica e inibitoria
(MOHAN et al., 2005). Corantes como Azul Marinho e Vermelho do Congo apresenta
uma estrutura do tipo antraquinona e azo, onde a antraquinona dispde de moléculas mais
resistentes a biodegradacdes a partir de processos convencionais, devido as suas
estruturas aromaticas fundidas em comparacdo com o azo (CELEBI et al., 2013;
MACHADO et al., 2013). No Azul de Metileno sua estrutura molecular exibe um
comportamento caracteristico na forma catibnica, podendo se unir a dimeros
moleculares, ou mesmo trimeros e agregados maiores, facilitando sua degradacdo por
sistemas convencionais e de baixo custo (SARTORI et al., 2011).

Na sua aplicacdo, as enzimas podem atuar sobre os poluentes, na degradagéo
utilizando biocatalisadores imobilizados, que podem alterar as caracteristicas de um
determinado local poluente tornando-se mais acessivel para um tratamento viavel na
remocdo de compostos fendlicos e aminas aromaticas presentes nos efluentes industrias
téxteis (CHAGAS et al., 2015).



Desta forma, conhecendo os problemas ambientais ocasionados a partir das
industrias téxteis, foi realizada a avaliacdo do potencial da peroxidase extraida a partir
do rabanete na forma livre e imobilizada em fibra de coco na descoloragédo dos corantes

cationico, direto e reativo, ainda ndo descrito na literatura.



Capitulo 11

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o processo de biodegradagéo de corantes téxteis utilizando o extrato bruto
da peroxidase obtida a partir do rabanete (Raphanus sativus L.) imobilizada pela técnica

de adsorcdo fisica em suporte organico de fibra de coco.
2.2 Objetivos Especificos

o Extrair a peroxidase a partir do rabanete (Raphanus sativus L.);

e Efetuar o tratamento alcalino da fibra de coco;

e Estudar o carregamento enzimatico na imobilizacdo da peroxidase em fibra
de coco pelo método de adsorcéo fisica;

e Determinar o efeito pH e temperatura da peroxidase de rabanete livre e 0
biocatalisador imobilizado na atividade enzimética;

e Obter espectros de absorcdo dos corantes téxteis por UV-Vis: Azul de
Metileno, Azul Marinho e Vermelho do Congo;

o Realizar ensaios de biodegradacdo dos corantes utilizando a peroxidase (PR)
na forma livre (PRL) e imobilizada (PRI) em fibra de coco;

e Auvaliar efeito de pH, a razdo molar do meio reacional, quantidade de
biocatalisador e tempo de contato para peroxidase na forma livre e
imobilizada na eficiéncia de descoloragéo;

e Caracterizar por Analise por Espectroscopia de infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) a enzima livre, a fibra de coco tratada,
biocatalisadores imobilizados antes e ap06s o tratamento e 0s corantes
cationico, direto e reativo puro;

e Auvaliar a estabilidade operacional dos biocatalisadores imobilizados na

eficiéncia de descoloracéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisao bibliografica serdo abordados os seguintes topicos: Imobilizacdo de
enzimas, tipos de suportes, fibra de coco (Coconut nucifera L.) e sua composicao,
material lignoceluldsico, pré-tratamento, peroxidase e a aplicacdo da enzima livre e
imobilizada no tratamento de efluentes téxteis, além da legislacdo ambiental em nosso

pais.
3.1 Imobilizagio de Enzimas

Um amplo espectro de enzimas ja foi estudado em varias aplicacdes
biotecnoldgicas, como a biodegradacdo de xenobidticos e efluentes industriais,
descoloracdo de corantes, biorremediacdo de solos contaminados, producdo de etanol,
clarificagdo de vinhos e chés e utilizacdo em biossensores (SKORONSKI et al., 2014).

Entretanto, a utilizacdo de enzimas na sua forma livre em diferentes processos esta
associada a varios inconvenientes, como a instabilidade em diferentes temperaturas, pH
e a dificuldade na recuperacdo desses biocatalisadores. Quando aplicadas em processos
industriais torna o processo mais atrativo quando elas podem ser imobilizadas em um
suporte inerte, permitindo a sua facil separacdo apos a reacdo (SKORONSKI et al.,
2014). Um obstaculo relevante é o elevado custo das enzimas, assim a imobilizacéo de
enzimas e sua reutilizacdo ap6s uma série de ciclos reacionais diminui 0s custos em
aplicacdes industriais e permite o controle do processo (BOROS et al., 2013).

A enzima pode ser ligada ao suporte solido ou fisicamente confinada no interior
de uma matriz e a classificacdo do método de imobilizacdo pode ser considerada quanto
ao tipo de interacdo entre a enzima e o suporte, como método quimico ou fisico, ou a
natureza do suporte: poroso ou ndo-poroso (CARVALHO et al., 2015).

Os tipos de imobilizagcdo podem ser: encapsulamento, ligacdo covalente, adsorcao
(quimica ou fisica), entre outras (SINGH et al., 2013; SHELDON e PELT, 2013). O
método por encapsulamento consiste em proteger os biocatalisadores em um dnico
compartimento de volume definido, que representa um micro-ambiente separado do
ambiente externo. A técnica de imobilizacdo de ligacdo covalente consiste em uma

modificacdo na superficie do suporte com agentes bifuncionais para imobilizacdo



eficiente e irreversivel da enzima. Portanto, é considerada uma alternativa a fraca
ligacdo proporcionada pelos métodos de adsorcdo fisica, no entanto, por envolver
tratamento quimico do suporte, pode ocorrer modificacdo no sitio ativo da enzima
incluindo a hiperativagdo (CARVALHO et al., 2015).

A adsorcao fisica (ADS) é um dos métodos mais simples para imobilizar enzimas
e ndo altera facilmente o seu sitio ativo. A ligacdo da enzima na superficie das particulas
envolvem apenas as interac@es fracas, tais como ligacdes de hidrogénio, hidrofobicas e
ligacdo de van der Waals (MENDES et al., 2012). A interacdo por adsor¢do fisica
(Figura 1) é fraca e pode ocasionar a lixiviagcdo da enzima nos meios reacionais, por isso
se faz necessario estudos quanto a influencia da porosidade do suporte. A facilidade de
dessorcao leva a uma facil perda enzimatica, mas isso pode ser também visto como uma
vantagem, pois permite a recuperacdo do suporte ap6s desnaturagcdo da enzima e nova
imobilizagdo (CARVALHO et al., 2015).

As principais vantagens deste método de imobilizacdo sdo a facilidade e a
simplicidade do processo, baixo custo e a estrutura conformacional da enzima é pouco
alterada (MENDES et al., 2012). Entretanto, esta técnica consiste em se colocar em
contato a solugdo da enzima com o suporte por meio de interagdes intermoleculares

fracas, em determinadas condic¢des de pH, temperatura e agitacéo.

Figura 1: Técnica de Imobilizacdo de Enzimas por Adsorcdo Fisica, modificada. Fonte:
(IQBAL et al., 2013).

A adsorcdo fisica pode ser um protocolo adequado para imobilizacdo quando
utilizados em meio apolar. No entanto, a dessor¢cdo de enzimas é a principal
desvantagem deste procedimento de imobilizacdo (CABRERA et al., 2009). O suporte
solido usado nos métodos de adsorcdo fisica é classificado principalmente como trés
tipos: suportes hidrofilicos, hidrofébicos e anfifilicos.

Na literatura relatam-se diversos estudos utilizando os métodos de imobilizacao
de enzimas por adsorcdo fisica em suportes organicos, inorganicos e alguns em hibridos
(DA SILVA etal., 2012; SHELDON e PELT, 2013; SKORONSKI et al., 2014).



3.2 Tipos de Suportes

Os suportes sdo materiais desenvolvidos com caracteristicas e estrutura que
influenciam diretamente as propriedades da enzima imobilizada. Assim, diversos tipos
de materiais sdo estudados como suportes para a imobilizacdo de enzimas como 0S
suportes naturais e sintéticos que podem ser classificados como organico (fibra de coco,
bagaco de cana de acgucar, quitosana, etc.), inorganico (silica, zirconia, titania, alumina,
fosfato de calcio, etc.), hibrido (silicas com celulose e silica com lignina), ndo poroso,
microporoso, mesoporoso ou macroporoso (MENDES et al., 2013; MARTINS et al.,
2016).

Sobre a composicéo de seus suportes em forma geral mostra-se na Tabela 1.
Tabela 1: Composicao Quimica dos Suportes Organicos, Inorganicos e Hibridos.

ORGANICOS INORGANICOS HIBRIDO
Naturais Sintéticos Minerais Sintéticos Naturais  Sintéticos
Polissacarideos Poliestireno Areia Fabricados  Silicacom Silica com
Agar Poliacrilatos ~ Bentonita Vidro Celulose PHVB
Quitina Polivinilicos Horneblenda  Ceramica  Silica com
Quitosana Nailon Pedra-Pomes Silica Lignina

Amido

Celulose

Proteinas

Colageno

Albunima

Gelatina

Glaten

Seda

Na selecdo do tipo de suporte para uma determinada aplicacdo as suas
propriedades fisicas e quimicas devem ser analisadas como também a viabilidade de
regeneracdo. As propriedades de um suporte ideal incluem resisténcia fisica a
compresséo, hidrofilicidade, resisténcia ao ataque microbiano, baixo custo de producéo,
ser inerte quimicamente e elevada area superficial (GUISAN, 2006).

Segundo CARVALHO et al., (2015) as principais caracteristicas a serem
observadas na selecdo de um suporte sdo:

(i) Caracteristicas quimicas 0s suportes devem possuir grupos quimicos que
podem ser ativados ou modificados de modo a permitir a ligagdo da enzima em



condi¢Bes que ndo a desnaturem. Sua composi¢cdo é baseada em grupos funcionais,
estabilidade quimica, composicdo da superficie do suporte e micros efeitos (pH, carga
da superficie, natureza hidrofdbica e hidrofilica, efeito redutor e a presenca de ions
metalicos).

(ii) Caracteristicas mecanicas que se referem ao comportamento de compressao,
tamanho da particula, diametro do poro, area superficial, volume acessivel da matriz e
resisténcia.

(iii) Caracteristicas morfologicas o suporte deve possuir uma area superficial
associadas a porosidade do suporte, podendo ser ndo porosa (baixa area superficial),
porosa (grande area superficial) ou estrutura em gel.

Os suportes para imobilizacdo de enzimas sdo classificados em
hidrofilico/hidrofbico onde a superficie do suporte € de fundamental importancia no
processo de imobilizacdo, pois na etapa de preparagdo de suportes hidrofébicos a dgua
pode ficar retida nos intersticios porosos e, consequentemente, ao redor da enzima
imobilizada. A presenca da quantidade minima de moléculas de &gua no microambiente
€ necessaria para preservacao da estrutura conformacional da enzima. Todavia, 0 uso de
suportes hidrofilicos no processo de imobilizacdo promove a competicdo da agua entre
0 suporte e a enzima durante a reacdo, influenciando no equilibrio termodindmico do
sistema (CANTONE et al., 2013).

Portanto, a escolha de um suporte adequado é importante para obtencdo de
catalisadores com propriedades melhoradas. Para atingir essa etapa a natureza fisico-
quimica, as caracteristicas de textura e morfoldgicas sdo fatores limitantes do suporte,
assim, a imobilizacdo de uma mesma enzima pode variar em fungdo do tipo do material
utilizado (FERNANDEZ et al., 2013).

Os estudos apresentados na literatura referentes a utilizacdo de suportes organicos
naturais e/ou sintéticos para a imobilizacdo de enzimas sdo de bastante relevancia
levando-se em consideragdo a reutilizacdo de residuos agroindustriais como, por
exemplo, fibras de coco, palha de trigo, espigas de milho e bagaco de cana-de-acUcar
(SINGH et al., 2013).

A utilizacdo da fibra de coco verde como suporte para a imobilizacdo de enzimas
¢ uma alternativa viavel, pois o suporte apresenta um aumento na sua estabilidade,
podendo ser reutilizado por varios ciclos, e assim, diminuindo na geracdo de residuos e
no valor final do processo de imobilizacio (CRISTOVAO et al., 2011; BEZERRA et
al., 2015).



3.3 Cocos nucifera L. e sua Fibra

O coqueiro, (Cocos nucifera L.), € uma palmeira (PIMENTA et al., 2015), cuja
familia é das Arecaceae (Palmae) e subfamilia Cocoidae (DEBMANDAL e MANDAL,
2011), representa uma importante fonte de renda para milhdes de pessoas em mais de 90
paises tropicais (SANTANA et al., 2011).

india, Indonésia e Filipinas s&0 o0s principais produtores e representam cerca de
75% da producao mundial. O Brasil é o quarto maior produtor cerca de 26 mil toneladas
de milhdes de frutos (FAOAST, 2016). Dentre as Regides do Brasil, a regido Nordeste
se destaca pela sua producdo em torno de 75%, devido pelas condi¢bes climaticas da
faixa litoranea (Tabela 2).

Tabela 2: Producédo de coco na Regido Nordeste do Brasil em 2017 (LSPA -

Levantamento Sistematico da Producdo Agricola, 2017).

Regido Nordeste Producao (Mil Frutos) Porcentagem Anual (%0)
Bahia 542.448 41,4
Sergipe 233.164 17,8
Ceara 226.499 17,3
Pernambuco 93.592 7,1
Alagoas 94.049 7,2
Rio Grande do Norte 66.348 51
Paraiba 38.329 2,9
Piaui 9.810 0,7
Maranhéo 7.343 0,6

De acordo com (CARDOSO et al., 2016) (Figura 2) o fruto do Cocos nucifera é
considerado um fruto seco, indeiscente do tipo drupa, por ser formado por um sé
carpelo e conter em seu interior uma s6 semente. O mesocarpo parte mais desenvolvido
no coco, é constituido por um conjunto muito denso de fibras bastante resistentes. Ja o
endocarpo é excepcionalmente espesso e duro, envolvendo a Gnica semente desse fruto,
a qual se constitui do embrido e de um tecido nutritivo muito extenso, que forma a parte
comestivel do coco, inclusive o liquido contido em seu interior. O epicarpo apenas

reveste-o externamente.
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Figura 2: llustracdo do Coqueiro e corte longitudinal do coco verde com a descricdo de
suas partes, modificado. Fonte: (BENASSI, 2006).

A partir do coco obtém-se grandes quantidades de residuos que sdo descartados
em lixdes, ou seja, em areas afastadas dos grandes centros urbanos sem os devidos
cuidados ambientais e de engenharia sanitaria, tornando-se um problema devido ao
grande volume de residuos (ou biomassa) gerados e a sua lenta degradacdo (SANTANA
etal., 2011).

Considerando a crescente preocupacdo quanto ao meio ambiente que tem
impulsionado o uso de recursos ndo agressivos ao planeta, o uso de fibras vegetais para
diversos fins se torna uma boa alternativa, por ser um material renovavel, biodegradavel
e de baixo custo (CARDOSO et al., 2016).

A biomassa € definida como qualquer material de origem bioldgica, exceto o
material de formacéo geoldgica transformando em formas fosseis, portanto, biomassa é
uma matéria derivada de plantas ou animais. Estes residuos sdo resultantes apds a
colheita ou processamento, como exemplos a casca de arroz, bagaco de cana, casca de
pneus, lixo urbano, residuo da producgéo de papel, fibra de coco e o residuo de algodao
proveniente do processamento da industria téxtil (DA COSTA et al., 2007).

A aplicacdo dos residuos agroindustriais em Vvarios processos € relatada na
literatura, tais como: imobilizacdo de enzimas em suporte organico de fibra de coco na
remocdo de corantes téxteis e clarificacdo de sucos (CRISTOVAO et al., 2011;
BEZERRA et al., 2015), producdo de etanol (CARDONA et al., 2010) e bioenergia
utilizando o bagaco de cana de acucar (DIAS et al., 2013) e nutricdo animal a partir da
carnalba (GOMES et al., 2009).
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A fibra de coco é um material lignoceluldsico, caracterizado por elevada
resisténcia e durabilidade, devido principalmente ao seu alto teor de lignina quando
comparado com outras fibras naturais (MACHADO et al., 2014).

3.4 Material lignocelulésico

As fibras naturais também conhecidas como materiais lignocelulésico possuem
como principais biopolimeros constituintes a celulose, hemicelulose e lignina e séo
usados para vérias aplicacOes, a depender da sua composicdo e propriedades fisicas
(BRINCHI et al., 2013).

Na fibra de coco, a celulose € um biopolimero linear de anidro glucopiranose,
ligadas por ligacbes B-1,4-glicosidica (PAN et al., 2017) e sua estrutura especifica
favorece a ordenacdo das cadeias poliméricas que sdo estruturas cristalinas, insollveis
em agua (MOSIER et al., 2005). A hemicelulose € um heteropolimero ramificado
amorfo de pentoses, hexoses, e 0 &cido de agUcar, situam-se entre a lignina e a celulose.
A lignina, um heteropolimero de subunidades fendlicas, atua como um escudo protetor
que da resisténcia a células vegetais (PAN et al., 2017).

Segundo ALMEIDA et al., (2013) depois de uma extracdo alcalina, o material
organico das fibras de coco é constituido por 3,1% de materiais extrativas, 37,3% de
celulose, 20,3% de hemicelulose, 32,2% de lignina, e 6,8% de material mineral (cinzas).

Processos industriais fazem uso dos polissacéridos, celulose e hemicelulose, que
sdo compostas de unidades de agucar ligadas por B,1-4 ligagdes. O processo de
conversdo de lignocelul6sico ocorre pela quebra de polissacarideos em seus agucares
constituintes através de processos quimicos, enzimaticos ou termomecanicos. Estes
processos de conversdo normalmente produzem lignina como um subproduto. A lignina
¢ um polimero amorfo altamente ramificado do polimero presente nas plantas
vasculares, que é responsavel por até trinta por cento do peso seco da biomassa vegetal.
Na parede da célula da planta, a funcao de lignina é proporcionar rigidez e resisténcia.
Ela esta presente na parede celular ligado a celulose e hemicelulose (Figura 3)
(MATHEWS et al., 2016).
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Figura 3: Alteracg6es estruturais do complexo celulose-hemicelulose-lignina

determinadas pelo pré-tratamento, com modificacdes. Fonte: (MOOD et al., 2013).

Desta forma, a utilizagdo dos diferentes componentes € passivel de serem obtidos
a partir de biomassa lignocelulésica requer a separacdo seletiva dos mesmos. Isto
implica na ruptura do complexo celulose-hemicelulose-lignina e na remocao de cada
fracdo por técnicas de pré-tratamento por degradacao biologica (Figura 3) (SANTOS et
al., 2012).

3.5 Pré — tratamento de residuos lignoceluldsico

O pré-tratamento € considerado como uma das etapas de processamento mais
dificil, assim estas tecnologias de pré-tratamento tém a promessa de reducdo de custo e
a melhoria da eficiéncia da biomassa para a conversao em combustiveis e produtos. A
importancia deste processo é a quebra da lignina e na desestruturacdo da celulose
cristalina (KURIAN et al., 2013), onde, o pré-tratamento permite melhor acessibilidade
da celulose & hidrolise para a conversao da biomassa como pode ser visto na Figura 3.

Na literatura sdo descritos diversos métodos de pré-tratamento, como o biolégico,
térmico, fisico, fisico-quimico, quimico e combinados (CARDONA et al., 2010;
CRISTOVAO et al., 2011; SANTOS et al., 2012; MOOD et al., 2013; BEZERRA et
al., 2015).
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Geralmente os microrganismos degradam lentamente o residuo lignocelulésico
ndo tratado. No entanto € considerada uma importante area de pesquisa para a
degradacédo da lignina. Para o pré-tratamento biolégico os fungos de podriddo branca,
pertencem a classe Basidiomycetes e que sdo capazes de degradar um substrato de
lignocelulosico e subsequente avaliaram o uso deste residuo previamente tratado na
producdo de celulases pelo fungo Penicillium echinulatum (CAMASSOLA e DILLON,
2009).

Os estudos de fracionamento e solubilizagdo de materiais lignoceluldsico por
tratamentos térmicos mostraram a eficiéncia desta tecnologia para melhorar os
rendimentos de extracdo de hemicelulose (CARDONA et al., 2010). Como o processo
utiliza 4gua a temperaturas elevadas e altas pressdes para manter sua forma liquida, para
promover a desintegracdo e separacdo da matriz lignoceluldsica. As temperaturas
podem variar de 160 °C a 240 °C durante longos periodos de tempo variando de alguns
minutos até uma hora com temperaturas dominando os tipos de formacdo de acUcar e
tempo dominando a quantidade de formacao de aclcar (BHATIA et al., 2012).

A maioria da biomassa lignocelulésica requer parte do processamento mecanico
para reducdo de tamanho. Vérios métodos de pré-tratamento, como moagem, radiacao
picagem, congelamento sdo comumente usados para melhorar a hidrélise enzimatica ou
a biodegradabilidade do material lignocelulosico. Os requisitos para o pré-tratamento
fisicos dependem do tamanho final da particula e da reducdo da cristalinidade do
material lignocelulésico (MENON e RAO, 2012).

Os métodos para pré-tratamentos fisico-quimicos sdo amplamente expandidos, e
incluem o deslocamento de estruturais por aquecimento a vapor (termo), cisalhamento
(mecanicos) e auto-hidrolise (quimico) de ligacdes glicosidicas. Neste, pode ser
utilizado como a explosédo a vapor e a fibra de amonia, fluido supercritico e oxidacéo.
Especificamente, particulas de biomassa que sdo aquecidas com vapor pressionado (20
— 50 bar, 160 — 270 °C) por varios minutos e a pressdo € liberada para a pressao
atmosférica, onde o fluxo de calor desagrega a matriz celulésica (MOOD et al., 2013).

Para os métodos de pre-tratamento quimico podemos citar o alcalino, &cido,
ozondlise e liquido idnico, dentre 0 mais utilizado para a biomassa lignocelulésico, o
alcalino representa condigdes menos severas numa temperatura ambiente quando
comparadas a outros métodos. Este envolve o uso de bases, tais como hidrdxidos de
sodio, potassio, calcio e o de aménio. O pH em meio basico provoca a degradacdo do

éster e cadeias laterais glicosidicas, grupos acetilo e diferentes substituicbes de acido
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urénico, resultando na alteracdo estrutural da lignina e da hemicelulose, além da
descristalizacdo parcial da celulose (CARDONA et al., 2010; BHATIA et al., 2012;
MENON e RAO, 2012; MOOD et al., 2013).

Na biomassa da fibra de coco a literatura descreve que os pré-tratamentos mais
utilizados sdo os quimicos, como acido e o alcalino, dos quais 0 acido apresenta uma
solubilizacdo na hemicelulose, entretanto, existe um risco de formacdo de produtos
volateis de degradacédo do carbono, e o alcalino consiste numa maior remocéo da lignina
e expondo grupos hidroxilas (MAHESWARI et al., 2012; CABRAL et al., 2017).

O pré-tratamento com compostos alcalinos, como o hidroxido de sodio (NaOH),
causa dilatacdo volumétrica da biomassa, melhora a area superficial interna facilitando
assim, mecanismos reacionais e diminuindo o grau de polimerizacéo, e cristalinidade da
celulose. Possui papel importante nas modificages quimicas, por exemplo, ativa as
hidroxilas da celulose, transformando-as em alcoxidos e facilitando a acessibilidade do
reagente ao interior das fibras (SHALWAN e YOUSIF, 2013) e para o suporte na
imobilizacdo de enzimas, apresenta-se como uma acessibilidade das enzimas para 0s
grupos reativos presentes no material lignocelulosico (AGBOR et al., 2011), devido a
disponibilidade de grupos funcionais para a interacdo da enzima com o apoio dos
métodos de imobilizacio (BRIGIDA et al., 2010).

A composicdo complexa da biomassa lignocelulésica é o principal obstaculo para
o fracionamento dos componentes. Varios fatores contribuem para a resisténcia da
biomassa in natura, tais como: o elevado teor em lignina, protecdo da celulose por
lignina, revestimento da celulose por hemicelulose, alta cristalinidade e grau de
polimerizacdo da celulose, baixa &rea superficial da celulose acessivel e a forte
resisténcia da fibra (AGBOR et al., 2011).

Na literatura relata-se o uso destes diferentes tipos de biomassa com pré-
tratamentos quimicos, como suporte para a imobilizacdo da lacase comercial e células
com a finalidade de aplicacdo industrial (CRISTOVAO et al., 2011; MENON e RAO,
2012; MACHADO et al., 2014; BEZZERA et al., 2015). Contudo, ainda ndo existem
estudos que relatam a imobilizacdo do extrato bruto da peroxidase de rabanete

(Raphanus sativus L.) imobilizada em suporte orgéanico de fibra de coco.
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3.6 Peroxidase de Raphanus sativus L. e Aplicacdes

Raphanus sativus L. conhecida por rabanete (Figura 4) é uma hortalica anual de
raiz, cultivada desde a antiguidade e consumida no mundo todo por seu sabor
adocicado, refrescante e picante. Pertence a familia Brassicaceae, a mesma da couve, do
nabo, da mostarda, do agrifo e da raiz forte. E uma hortalica de porte reduzido, que
produz raizes globulares, de coloracdo escarlate brilhante e polpa branca (PELLOSO et
al., 2012). Ha registros de que o rabanete seja cultivado hd mais de trés mil anos,
provavelmente originado do sul da Europa ou do sudoeste da Asia (LOPES, 2008).

No Brasil, o rabanete ndo € considerado uma cultura de muita expressdao em
termos de area plantada e producdo. Contudo, é uma cultura de elevada rentabilidade,
por se caracterizar como uma das culturas de ciclo mais curto dentre as hortalicas, o
rabanete se torna uma opcéo ao produtor rural (CORTEZ, 2009). Apesar de ser uma
cultura de pequena importancia, em termos da area plantada é cultivado em grande
nimero por pequenas propriedades dos cinturbes verdes das regides metropolitanas
(CARDOSO e HIRAKI, 2001). O rabanete quando extraido constitui o extrato bruto
contendo a peroxidase pertencente na classe das oxidorredutases e outros substratos

organicos e inorganicos (FRICKS et al., 2006).

Figura 4: Amostras de Rabanete (Raphanus sativus L.) obtidas no mercado de Aracaju,

Sergipe.

A classe das oxidorredutases caracteriza-se por enzimas que utilizam o perdxido
de hidrogénio ou outros perdxidos para a oxidacdo fenoOis e aminas aromaticas aos
radicais livres ou quinonas (YE et al., 2009), nesta classe destacam-se as peroxidases
vegetais. Podem ser classificadas em trés superfamilias: peroxidases de plantas, animais
e microbianas. A superfamilia das peroxidases de plantas é subdividida em trés classes:
a classe I, que inclui as peroxidases intracelulares; a classe Il, que consiste em

peroxidases fungicas extracelulares e a classe Ill, que compreende as peroxidases
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vegetais (SILVA et al.,, 2012). A peroxidase vegetal é proteina heme envolvida na
oxidacdo de uma ampla gama de substratos organicos e inorganicos por perdxidos
organicos como oxidantes terminais. Essas enzimas sdo bem caracterizadas, e em
numerosos estudos tém sido realizados com a isoforma a partir da raiz forte (Armoracia
Rusticana) (LOPES et al., 2015; MELO et al., 2015). As peroxidases apresentam um
peso molecular de 44 kDa (KAGLIWAL e SINGHAL, 2014).

HOOC COOH

Figura 5: Estrutura quimica do ferro heme, modificado (VEITCH, 2004).

Na Figura 5, as posicGes de coordenacdo do ferro séo numeradas, sendo que em
peroxidases, posicdes de 1 — 4 sdo ocupadas pelos quatro atomos de nitrogénio
pirdlicos. A posicdo 5 esta localizada na face proximal do heme e é normalmente
ocupada por uma cadeia lateral imidazolica de um residuo de histidina. A posigéo 6 na
enzima nativa em repouso esta livre e localizada sobre a face distal do heme. A
cavidade distal é a regido na qual muita reacdo de oxidacdo ocorre (EL-GEWELY,
2003).

A HRP (Horseradish Peroxidase) é uma glicoproteina constituida de 308 residuos
de aminoécidos, dois Ca®* e como grupo prostético (sitio ativo da enzima) uma
ferroprotoporfirina X, sendo denominado grupo heme, que esta ligado nédo
covalentemente a cadeia polipeptidica. O ion férrico central da referida protoporfirina
estd coordenado a um residuo de histidina (ULIANA et al., 2008).

Para entender melhor este mecanismo, as reagdes que compdem o ciclo catalitico

da enzima séo:

Peroxidase [(Fe*") heme]+H,0, —Composto I [O=Fes+)heme.R+]+H20 (D
Composto I [O=Fe’*)heme.R*]+SH —Composto II [O=Fe4+)heme]+S 2
Composto II [O=Fe4+)heme]+SH —Peroxidase [(Fe*") heme]+S+H,0 3)

16



Na equacdo 1 envolve a oxidacdo do grupo prostético heme da peroxidase pelo
peréxido de hidrogénio (ou hidroperoxidos organicos) por dois elétrons, e a formacéo
de um composto intermediério, no estado (Fe®*, Composto 1), consistindo do ferro
oxiferril (O=Fe>*) e do cation radical m porfirinico. Na equagdo 2, o composto
intermediério (Fe>*) formado sofre uma reacdo de reducdo pela transferéncia de um
elétron do doador SH, formando composto intermediario, no estado de oxidacéo (Fe*",
Composto II). Um elétron adicional pode ser transferido, proveniente de uma segunda
molécula SH (Equacdo 3), de forma que a enzima retorne a forma nativa (Fe®"). Nas
etapas 2 e 3, a espécie doadora de elétrons (SH) é oxidada (SILVA et al., 2012). O
resultado de todas estas conversdes pode ser resumido no diagrama apresentado na
Figura 6, o qual mostra a estequiometria para todas as reacfes envolvidas no ciclo

catalitico da enzima.

Figura 6: Ciclo catalitico da peroxidase (HRP). As constantes de taxa ki, k; e ks
representam a taxa de formagdo do composto I, taxa de redugdo do composto | e taxa de

reducdo do composto Il, respectivamente (VEITCH, 2004).

A peroxidase de raiz forte (HRP) tem vérias aplicacBes em diferentes processos
industriais, isso é crescente devido a sua elevada estabilidade na solucdo, grande
especificidade de substrato e tolerdncia a ampla gama de pH e temperatura
(GHOLAMI-BORUJENI et al., 2011). Trabalhos relatam o uso dessa enzima, tais
como: constituinte de kits de diagnéstico (VEITCH, 2004) e de células combustiveis
(RAMANAVICIUS et al., 2015), construcdo de biossensores (WANG et al., 2015),
biorremediacdo e tratamento de aguas residuais (efluentes) (VUICIC et al., 2015)

utilizando corantes em suas reacoes.
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3.7 Corantes Téxteis

A origem dos corantes téxteis € incerta, mas ha indicagdes de seu uso pelo homem
desde os primdrdios das civilizagBes. No Egito, muitos dos tecidos encontrados em
mumias eram coloridos (DALLAGO et al., 2005). Até a metade do século XIX, todos
0s corantes eram derivados de folhas, ramos, raizes, frutos ou flores de varias plantas e
de substancias extraidas de animal. Embora a industria de corantes téxteis tenha se
originado na Europa desde o século XVI, o primeiro corante sintético foi descoberto
apenas em 1856 na Inglaterra. Com a intensa inovacdo tecnoldgica ao redor de 1915, a
Alemanha manteve o monopdlio sobre a producdo de corante sintético até a Segunda
Guerra Mundial. Nos anos 2000, a industria de corantes dos Estados Unidos foi a maior
fonte exportadora destes produtos, colocando no mercado aproximadamente 2.000 tipos
diferentes de corantes sintéticos (GUARATINI e ZANONI, 1999). No Brasil, desde seu
descobrimento, sua historia tem estado relacionada a producéo de corantes. A comecar
pelo seu nome, uma vez que este é proveniente da madeira “Pau Brasil”, do qual era
extraido um pigmento capaz de tingir tecidos com cores fortes, como vermelho, rosa ou
marrom (DALLAGO et al., 2005).

O consumo de fibra téxtil per capita no Brasil é estimado em 19,8 kg por ano por
habitante, sendo ligeiramente maior do que a media mundial. Cerca de 75% das
industrias téxteis estdo localizadas na regido sul (Santa Catarina), sudeste (Sao Paulo e
Minas Gerais) e nordeste (Pernambuco, Bahia e Ceard), dados dos Anos 2014. (Fonte:
IEMI, 2014)

Os corantes sdo formados por um grupo de atomos responsavel pela cor,
chamados croméforos, e também pelo grupo dos auxocromos que funcionam como
doadores ou aceptores de elétrons que provocam ou intensificam a cor dos cromoforos,
ou seja, sdo responsaveis pela fixacdo do corante a fibra (DOS SANTOS et al., 2007).

A forma de fixacdo da molécula do corante a essas fibras geralmente € feita em
solucdo aquosa e pode envolver basicamente 4 tipos de interacdes: ligacdes idnicas, de
hidrogénio, de Van der Waals e covalentes (GUARATINI e ZANONI, 1999).

Os corantes podem ser classificados de acordo com a estrutura quimica, por seu
uso ou método de aplicacdo. Os quimicos na pratica adotam os termos oriundos da

estrutura quimica tais como: azo, antraquinonas e ftalocianinas. Os tecnologistas
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utilizam os termos de acordo com o uso ou método de aplicagdo, como corantes, &cidos,
basicos, diretos, dispersivos e reativos (HAO et al., 2000).

Corantes Acidos corresponde a um grande grupo de corantes anibnicos
portadores de um a trés grupos sulfonicos. Estes grupos substituintes ionizaveis tornam
0 corante solivel em agua, e tém vital importancia no método de aplicacdo do corante
em fibras protéicas (1a, seda) e em fibras de poliamida sintética. Geralmente sdo
brilhantes e o material tingido apresenta resisténcia de boa a excelente. Os Simples
apresentam baixas propriedades de solidez, diferente dos metalizados (GUARATINI e
ZANONI, 1999), como o acido preto 210 que é um dos corantes negros mais utilizados
pela inddstria do couro, e apresenta uma preocupacdo toxicoldgica podendo gerar
aminas aromaticas cancerigenas (ROCHA et al., 2016).

Corantes Basicos (Catibnicos) apresenta baixa solubilidade em &gua. LigacGes
ibnicas sdo formadas entre o cétion da molécula do corante, e os sitios aniénicos na
fibra. O grupo cromdéforo é um céation e produzem cores brilhantes e boa resisténcia a
sais e alcalis. Entretanto, devido a sua pouca solidez (principalmente a luz) ha também a
existéncia de produtos no mercado com propriedades muito superiores, seu uso téxtil é
bastante reduzido (GUARATINI e ZANONI, 1999), como o corante azul de metileno
utilizado muito na industria téxteis, papel e pesticidas (PERES et al., 2018).

Corantes Diretos caracteriza-se como compostos sollveis em agua capazes de
tingir fibras de celulose através de interagdes de Van der Waals. A afinidade do corante
é aumentada pelo uso de eletrdlitos, pela planaridade na configuracdo da molécula do
corante ou a dupla ligagdo conjugada que aumenta a adsorcdo do corante sobre a fibra.
Esta classe de corantes € constituida principalmente por corantes contendo mais de um
grupo azo (diazo, triazo e etc.) ou pré-transformados em complexos metalicos
(GUARATINI e ZANONI, 1999), do modo que o corante vermelho do congo que é um
corante azo usado em biologia, bioquimica e industria téxtil, é toxico para muitos
organismos e suspeito de causar cancer (ALIABADI e MAHMOODI, 2018).

Corantes Dispersivos constitui uma classe de corantes insollveis em agua
aplicados em fibras de celulose e outras fibras hidrofobicas. Apresentam boa solidez a
luz e resisténcia a transpiracdo e lavagens a Umida e a seco (GUARATINI e ZANONI,
1999) como o Vermelho 167 dispersivo que apresenta caracteristicas tricromaticos
escuros para o0 setor automotivo e téxtil, e comercialmente importante capaz de
dissolver em CO; supercritico (ZHENG et al., 2018).
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Corantes Reativos apresenta grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar ligagdes
covalentes com grupos hidroxila das fibras celulésicas, com grupos amino, hidroxila e
tiois das fibras protéicas e também com grupos amino das poliamidas. Existem
numerosos tipos de corantes reativos, porém os principais contém a funcdo azo (-N=N-)
e antraquinona como grupos cromoforos e os grupos clorotriazinila e sulfato
estilsulfonila como grupos reativos. Nesse tipo de corantes, a reagdo quimica se
processa diretamente através da substituicdo do grupo nucleofilico pelo grupo hidroxila
da celulose (GUARATINI e ZANONI, 1999), como por exemplo, o corante azul
marinho que em suas formas originais e hidrolisados, sdo dificeis para degradar
biologicamente e altamente toxico para animais e humanos (MELO et al., 2014).

Segundo a “Colour Index (CI)” (catalogo da “Society of Dyers and Colourists”)
contém uma lista organizada de nomes e nimeros para designar os diversos tipos de
corantes onde estdo registrados mais de oito mil corantes organicos sintéticos
associados a industria téxtil. Segundo YAGUB et al., (2014) estes corantes podem ser:

Anidnicos: diretos, &cidos e reativos;

Catidnicos: basicos;

N&o anidnicos: dispersivos.

Segundo BERGSTEN-TORRALBA, (2008) as classes mais importantes dos
corantes que sdo produzidos mundialmente sdo:

Azo é a mais importante com mais de 50% de todos os corantes comerciais e tém
sido mais estudada que qualquer outra classe. S&o corantes produzidos, em sua maioria,
a partir da reacdo de diazotacdo de uma amina primaria e se caracterizam por
apresentarem um ou mais grupos azo (-N=N-) e geralmente associados a grupos
auxocromos (-OH ou —NH) e sistemas aromaticos.

Antraquinonas é a 22 classe mais importante de corantes apresentando uma larga
escala de cores e inclui alguns dos mais antigos corantes. Sdo fortemente coloridos
mesmo na auséncia do grupo auxocromo.

Ftalocianinas sdo os mais importantes cromédgenos do século XX foram os
derivados das ftalocianinas, introduzidos em 1934. O termo ftalocianina foi usado pela
primeira vez por Linstead em 1933 para descrever uma classe de corantes organicos,
cujas cores variam do azul ao verde amarelado. O nome ftalocianina é originado dos
termos gregos naphtha para 6leo mineral e cyanine para azul escuro. Estes compostos

sdo analogos a duas porfirinas naturais: a clorofila e a hemoglobina. As ftalocianinas
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formam complexos com numerosos metais, e 0s complexos com cobre sdo 0s mais
comuns.

A eliminacdo de efluentes a base de corantes € uma preocupacdo séria entre
muitas questdes que desafiam a bidtica. Apesar do papel importante desempenhado
pelos produtos de corantes naturais e sintéticos em tornar o nosso mundo espetacular,
sua descarga descontrolada é uma das principais causas da polui¢do ndo estética o que
ocasiona a uma destruicdo do ecossistema (MEENAKUMARI e PHILIP, 2015). As
concentragOes elevadas dos corantes tornam a dgua imprépria para uso e pode dificultar
a penetracdo da luz, afetando assim a vida aquéatica e ameagando continuamente a
biodiversidade. No entanto, além da cor, a presenca desses corantes em ecossistemas
aquosos apresenta graves preocupacdes com 0 meio ambiente e a saide como resultado
da toxicidade dos préprios corantes e sua transformagdo em tdxicos, aminas
mutagénicas e carcinogénicas, principalmente como resultado da clivagem anaerobica e
reducdo de microbiana da ligacdo azo ou mesmo causada por produtos obtidos apos
oxidacdo através do citocromo (KARIM et al., 2018). Portanto, o tratamento de

efluentes téxteis ainda é um grande foco das industrias deste ramo.

3.8 Tratamento de Efluentes Téxteis

As diferencas tecnologicas entre as pequenas e grandes industrias sejam bastante
significativas, todas tétm em comum a utilizacdo de grandes quantidades de agua. Este
fato, associado com o baixo aproveitamento dos insumos como corantes, detergentes,
engomantes e amaciantes, faz com que a industria téxtil seja responsavel pela geracéo
de grandes volumes de residuos, com elevada carga organica e forte coloracdo (DE
SOUZA e PERALTA-ZAMORA, 2005).

Alguns dos corantes sintéticos presentes em efluentes industriais e seus produtos
de degradacdo podem ser cancerigenos e toxicos e, consequentemente, 0 seu tratamento
ndo pode depender somente da biodegradacdo (HAMEED et al., 2007).

Antes do descarte nos corpos hidricos, os efluentes provenientes da industria téxtil
devem ser submetidos a um tratamento, devido & sua toxidade aos ecossistemas
aquaticos. Dependendo do tipo de corante e do modo de aplicacdo requerido, a etapa
final da tintura pode contribuir significamente no lancamento de rejeitos de diversas
substancias quimicas utilizadas nas etapas de montagem e fixacdo (GUARATINI e
ZANONI, 1999).
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A grande diversidade e complexidade dos efluentes téxteis, aliada a imposi¢oes da
legislacdo que exigem tratamentos eficientes, tém levado ao desenvolvimento de novas
tecnologias que buscam o melhor e mais adequado tratamento, considerando custos,
tempo e eficiéncia dos processos existentes na eliminacao de toxidade (KAMIDA et al.,
2005). Os seguintes processos de tratamentos tem sido uma proposta para remocao da
cor: fisicos, quimicos, bioldgicos e enzimaticos (SILVA et al., 2012).

Os tratamentos fisicos sdo também amplamente usados para a remogéo de cor, tais
como processos de filtragho com membrana (nanofiltragdo, osmose reversa,
eletrodialise), troca idnica e técnicas de adsorcdo. A maior inconveniéncia do processo
de membrana é o custo de instalacdo do processo e o custo de reposicao periddica da
membrana, inviabilizando economicamente muitas vezes sua utilizacdo (HAO et al.,
2000; CRINI, 2005).

Para os tratamentos quimicos em efluentes industriais incluem coagulacdo ou
floculacdo combinados com flotacdo e filtracdo, eletro flotagdo, coagulacdo, eletro
cinética, métodos de oxidacdo convencionais por agentes oxidantes (0zonio e enzimas),
irradiacdo ou processos eletroquimicos. Estas técnicas quimicas sdo frequentemente
caras e, embora 0s corantes sejam removidos, 0 acimulo de lodo concentrado cria um
problema de disposicdo e a sua alta demanda de energia elétrica e o consumo de
reagentes quimicos sdo problemas comuns (CRINI, 2005; DALLOGO et al., 2005).

O tratamento biologico é muitas vezes a alternativa mais econdmica quando
comparado com outros processos fisicos e quimicos. Os métodos de biodegradacéo,
como a descoloragdo de fungos, a degradacdo microbiana, a adsorgdo por biomassa
microbiana (viva ou morta) e sistemas de biorremediacdo sdo geralmente aplicados ao
tratamento de efluentes industriais porque muitos microrganismos como bactérias,
leveduras, algas e fungos sdo capazes de acumular e degradar diferentes poluentes. No
entanto, sua aplicacdo é frequentemente restrita devido a restricdes técnicas, como pH e
temperatura (FREIRE et al., 2000; CRINI, 2005; DOS SANTOS et al., 2007).

Os processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes tecnologias para
o tratamento de efluentes. Dentro deste contexto, cabe as enzimas ter um papel de
destaque, em func¢do da sua capacidade para degradar um grande nimero de substancias
toxicas e persistentes. Obviamente, 0 emprego de processos enzimaticos somente sera
viavel economicamente, se as enzimas forem imobilizadas em um suporte adequado
(FREIRE et al., 2000).
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As principais enzimas sdo as oxirredutases, lacases e peroxidases que apresentam
potencial no tratamento de uma variedade de compostos organicos, incluindo corantes e
seu uso pode ser uma pratica interessante para a descoloracao de corantes sintéticos. As
peroxidases na forma livre obtida a partir de fonte vegetal mostraram um excelente
potencial para descoloracdo do corante direto (Basazol 46L e Amarelo Direto 11) e
reativo (Vermelho 120 e Azul 171), oriundas da familia Brassicaceae ou da Fabaceae:
raiz forte, nabo, rabanete (Raphanus sativus L.) e soja (SATAR e HUSAIN, 2009;
KNUTSON et al., 2005). Para a enzima imobilizada MOHAN et al., (2005), CELEBI et
al.,, (2013) e JIANG et al., (2014) utilizaram a peroxidase de raiz forte (HRP)
imobilizada em diferentes tipos de suportes como gel acrilamida, polissulfona e
fosfolipido de titania, apresentando potencial para descoloracdo dos corantes acido,
direto e reativo, diminuindo o custo de seu processo. Estas enzimas podem catalisar a
transformacdo/degradacdo de corantes aromaéticos, tanto por precipitacdo como pela
ruptura do anel aromatico, provocando um impacto minimo sobre os ecossistemas
(SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Para as normas ambientais a legislacdo vigente brasileira dispde sobre as
condigbes e padrbes de lancamentos de efluentes, de acordo com CONAMA -
Resolucdo n° 430, de 13 de maio de 2011. Os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser langados diretamente no corpo receptor desde que obedecam as
condigcbes e padrbes previstos no artigo 16, secdo Il (Das condicdes e Padrdes de
Lancamentos de Efluentes) resguardadas outras exigéncias cabiveis:

o pHentre5a?9;

o Temperatura: inferior a 40°C, sendo que a variacdo de temperatura do corpo

receptor ndo devera exceder a 3°C no limite da zona de mistura;

. Materiais sedimentaveis: até 1 mL/L em teste de 1 hora em cone Inmhoff.
Para o lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidade de circulacdo seja
praticamente nula, os materiais sedimentaveis deverdo estar virtualmente
ausentes;

o Regime de langamento com vazdo maxima de até 1,5 vezes a vazao média
do periodo de atividade diaria do agente poluidor, exceto nos casos
permitidos pela autoridade competente;

e Oleos e graxas: 1. Oleos minerais: até 20 mg/L; 2. Oleos vegetais e gorduras

animais: até 50 mg/L;
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o Auséncia de materiais flutuantes;

o Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO 5 dias a 20°C): remocao minima
de 60% de DBO sendo que este limite sé podera ser reduzido no caso de
existéncia de estudo de autodepuracdo do corpo hidrico que comprove
atendimento as metas do enquadramento do corpo receptor;

O estado de Sergipe (ADEMA — Administracdo Estadual de Meio Ambiente) ndo tem

regulamentacg&o prépria, seguindo, portanto a resolugio CONAMA.

Neste estudo, foi avaliada a utilizagdo da enzima peroxidase na forma livre a
partir do rabanete (Raphanus sativus L.) e imobilizada em fibra de coco na
biodegradacdo de corantes téxteis. Alguns parametros estudados foram o efeito de pH,
concentracbes de corantes e H,O,, quantidade de enzima, tempo de contato para

melhorar a eficiéncia da degradacao.
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Capitulo IV

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Os rabanetes foram adquiridos em estado de maturagdo no mercado local
(Aracaju-SE), transportados a temperatura ambiente até o laboratorio de Engenharia de
Bioprocessos (LEB). Os vegetais foram sanitizados com hipoclorito de sodio 2,5%,
descascados, fracionados em 20 porcdes de 250 g e acondicionados a temperatura de -
10 °C.

Os reagentes utilizados nos processos de extracdo, determinacdo de proteinas,
imobilizacdo da enzima e a medida da atividade da enzima foram: Fosfato de Sddio
Dibasico Anidro (Na,HPO,) adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); Reagente de
Bradford da Sigma Aldrich; Peroxido de Hidrogénio (30% PA); Guaiacol (100 mM);
Albumina de Soro Bovino (BSA) da Sigma Aldrich.

No processo de estudo de pH e temperatura da peroxidase de rabanete (Raphanus
sativus L.), e a biodegradacdo a partir de corantes téxteis foram utilizados os reagentes
seguintes: acido cloridrico (HCI) 37% P.A, cloreto de potéssio (KCI), acido citrico
(CeHg0y), citrato de sodio dihidratado (C¢HsNa3.0,2.H,0), fosfato de sédio dibasico
anidro (Na;HPO,), borax (Nab;0;10.H,0) e hidréxido de sodio (NaOH).

A fibra de coco foi cedida pela Empresa Brasileira de Agropecuaria (EMBRAPA
- Tabuleiros Costeiros) do estado de Sergipe produzido e cultivado na Regido do Litoral
Sul do Estado no municipio de Itaporanga d’Ajuda, a 29 km de Aracaju, no km 24 da
rodovia SE 100. Foram coletados 60 frutos em um periodo de maturagdo entre 7 e 8
meses.

Os Corantes direto e reativo foram cedidos pela Empresa Santa Monica Industria
e Comercio Téxtil, da cidade de Estancia/Sergipe, e o corante catidnico foi adquirido da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Na Tabela 3, as principais caracteristicas dos corantes

utilizados neste estudo:
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Tabela 3: Estruturas quimicas dos corantes Azul de Metileno (AM), Vermelho do
Congo (VC) e Azul Marinho (AZM).

A . Massa
Formula Formula
Corante Molecular
Estrutural Molecular
(g/mol)
zul de Metileno
HLC CH
(Catidnico) —AM " §7F ‘o C16H18N3SCI 319,85
CH, M CH,
Vermelho do < o
Congo = OO A" CaMaNeNaOsS2 696,66
(Direto) — VC B HN\ /
(o] NHZO (o} ’

ylna”
i o o
Azul Marinho m oullo
(Reativo) — AZM RO C2oHigN2Na;011S; 626,55

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao do Extrato Bruto do Rabanete

A extragcdo da peroxidase foi realizada conforme procedimento descrito na
literatura (FRICKS et al., 2006). Para obtencdo do extrato bruto (EB), as amostras de
rabanete (250 g) foram homogeneizadas em liquidificador industrial com 100 mL de
tampéo fosfato de sddio dibasico anidro o (Na,HPO,4) 100 mM pH 6,5. Posteriormente o
extrato foi filtrado e centrifugado a 6.500 rpm, durante 30 min a 4 °C. O sobrenadante
constitui o extrato bruto contendo peroxidase que é mantido a 4 °C para posterior

utilizacdo.

4.2.2 Determinacao de Proteinas

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de BRADFORD, 1976. O
método consiste da adicdo de 3 mL do reagente de Bradford em tubos de ensaio e
posterior adigdo de 100uL da amostra adequadamente diluida. Em seguida a solugdo ¢
homogeneizada e apds 2 minutos e feita a leitura da absorbancia em 595nm. A

concentracdo de proteinas é calculada a partir da curva de calibracdo construida
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utilizando-se solugdo padrdo de albumina de soro bovino (BSA, 1mg/mL) diluida para

atingir concentrages entre 0,2 — 1,0 mg/mL.

4.2.3 Fibra de coco (Pré-Tratamento Alcalino)

O pré-tratamento do suporte organico foi realizado conforme metodologia
proposta por (SANTOS et al., 2008). Cinco gramas do suporte seco previamente
triturado em moinho de facas foram transferidos para frascos Erlenmeyer contendo 250
mL de NaOH (0,5 M) e mantidos sob agitacdo rotativa a 120 rpm durante 24 horas. Em
seguida, lavados com agua destilada e secos a 100 °C até massa constante. As fibras
pré-tratadas foram peneirados em peneira padrdo para obter tamanho de particulas entre

42 < x < 60 mesh e posterior utilizacdo no processo de imobilizacao.

4.2.4 Imobilizacao da Peroxidase de Rabanete (Raphanus sativus L.)

A peroxidase de rabanete (PR) (Raphanus sativus L.) foi imobilizada pelo método
de adsorcédo fisica (ADS) no suporte organico de fibra de coco pré-tratada conforme
metodologia proposta pelo grupo de laboratério de pesquisa. Foi utilizado 1 g de
suporte previamente seco, que foram suspensos em tampéo fosfato de sdédio dibéasico
anidro (Na;HPO,4) 100 mM pH 8,0 e mantidos sob agitacdo mecénica por 15 minutos.
Em seguida, adicionou-se 1 mL do Extrato Bruto (EB) e acrescentou-se tampéo até o
volume final de 10 mL. O sistema foi mantido sob agitagdo por 3 horas a 25 °C, em
seguida, armazenado a 4 °C, durante 24 horas. Posteriormente, o biocatalisador
imobilizado (BI) foi filtrado e lavado com tampdo para retirada de enzimas néo
adsorvidas e o filtrado foi reservado para quantificacdo da atividade enzimatica
remanescente.

Para selecionar o melhor carregamento para imobilizacgao foi realizado um estudo

variando o carregamento de 2,6 — 6,5 mg de proteina por grama de suporte.

4.2.5 Determinacéo da Atividade Peroxidésica

A atividade enzimatica de peroxidase de rabanete foi determinada pelo método
colorimétrico, baseado na mudanca de absorbancia a 470 nm devido a formagéo do

produto de oxidagdo do guaiacol, o tetraguaiacol durante trés minutos (Etetraguaiacol:
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26,6 mM™ cm™) (HIRATA et al., 1998). Adotou-se metodologia j& estabelecida pelo
grupo de pesquisa FRICKS et al., 2010. Uma unidade de enzima (U) esta relacionada
com a quantidade de enzima capaz de fornecer 1 umol de produto em 1 minuto a 25 °C

em pH 6,0. A Eficiéncia de Imobilizacdo (El) (%) foi determinada conforme Equacéo 4.

Ur-Ug

f

Eficiéncia de Imobilizagdo EI (%)= x 100 €))

Onde: U, é o0 numero de unidades de atividade peroxidasica oferecida e Us é 0

numero de unidades de enzima remanescente.

4.2.6 Efeito de pH e temperatura sobre a atividade peroxidase na forma livre e

imobilizada

Para determinagdo do pH 6timo foram realizados ensaios de atividade conforme o
item 4.2.5 & 25 °C na faixa de pH de 3 a 9. Utilizou-se tamp@es Acido citrico (CgHgO7) /
Citrato de sodio dihidratado (CgHsNa3.072.H,0) 0,1 M (pH 4 e 5), Fosfato de sddio
dibéasico anidro (Na;HPO,) 0,1 M (pH 6 — 8) e Bdrax (NaB40O;10.H,0) / Hidrdxido de
Sédio (NaOH) 0,1 M (pH 9).

Para determinacgdo da temperatura 6tima ensaios de atividade foram realizados nas
temperaturas de 25, 30, 40, 50 e 60 °C. Os resultados foram expressos sob a forma de
atividade relativa, utilizando como referencial de 100 % o maior valor de atividade
obtida.

4.2.7 Preparacdo das soluc6es dos Corantes Téxteis e espectros de adsorcao

As solugdes dos corantes azul de metileno, azul marinho e vermelho do congo
foram preparadas em agua destilada na concentra¢do padrdo de 5000 ppm. A solucdo
padrédo deu origem a todas as outras solucGes utilizadas nos experimentos (20 mg/L)
Azul de Metileno (PEREIRA et al., 2014), (100 mg/L) Azul Marinho (CELEBI et al.,
2013) e (70 mg/L) Vermelho do Congo (MACHADO e DA SILVA, 2013), através de
uma diluicdo. Foram realizados o0s espectros de absorcdo para determinar o0s

comprimentos de onda maxima (Amax) de absorcdo dos corantes.
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4.2.8 Teste de Biodegradacdo de Corantes Téxteis

Os experimentos de biodegradacdo dos corantes realizados foram com Azul de
Metileno (AM-Catidnico), Azul Marinho (AZM-Reativo) e Vermelho do Congo (VC-
Direto) utilizando peroxidase de rabanete (PR) na forma livre e imobilizada (PRL e
PRI) foram conduzidos em um banho termostatico com agitacdo orbital a 200 rpm com
duracédo de 1 h a 25 °C e volume total de 10 mL. Todas as experiéncias foram realizadas
em triplicata, utilizando o ponto inicial como controle para PRL e PRI. No controle para
PRL sera utilizada a mesma mistura reacional com auséncia da enzima, na PRI a mesma
mistura com auséncia da enzima e adicao de fibra de coco tratada.

A descoloracdo da solucdo serd monitorada medindo a absorbancia utilizando o
espectrofotdbmetro UV- Vis (Biochrom libra S22). O percentual de biodegradacdo sera
determinado mediante a Equacdo (5) (BOUCHERIT et al., 2013).

Ao 'Af

Eficiéncia de Descoloragdo ED (%)= x 100 (5)

(0]

Onde: Ao é Absorbancia inicial (controle) e As é Absorbancia apos o tratamento.

Para a descoloracgdo dos corantes téxteis foram avaliados os seguintes parametros:

4.2.8.1 Efeito de pH

O efeito do pH foi investigado na faixa de pH 3 — 9 para o AM e AZM, e de 2 —
10 0 VC, a 25 °C em 200 rpm numa duragdo de 1 h, razdo molar corante: H,O, (1: 0,5).
As solugdes (concentracdo de 50 mmol/L) foram preparados em agua destilada
utilizando para todos os pH, um reagente especifico. Para pH 2 utilizou-se Cloreto de
potassio (KCI) / Acido cloridrico (HCI), pH 3, 4 e 5 Acido citrico (C¢HgO7) / Citrato de
sodio dihidratado (CgHsNa3.0,2.H,0), pH 6, 7 e 8 Fosfato de sddio dibasico anidro
(Na;HPO,), pH 9 e 10 Borax (NaB;0710.H,0) / Hidrdxido de sodio (NaOH). Todas as
experiéncias foram realizadas em triplicata, utilizando o ponto inicial como controle
para PRL e PRI.
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4.2.8.2 Razao Molar do Corante: Peroxido de Hidrogénio (H,0;)

A razdo molar Corante (AM, AZM e VC): Peroxido de Hidrogénio foi
determinado a partir da melhor condicdo de pH determinado no item anterior (4.2.8.1) &
25°C por 1 h de reacdo em 200 rpm. A partir da condi¢do inicial variou-se a
concentracdo de corante: H,O, (1:0,1 — 1:100 mmol/L) para 0 AM e AZM, e (1:.0,1 —
1:60 mmol/L) para VC. Todas as reacfes foram realizadas em triplicata, utilizando o

ponto inicial como controle para PRL e PRI.
4.2.8.3 Quantidade de Biocatalisador

Para a quantidade de biocatalisador foram utilizadas as condi¢fes determinadas
nos itens 4.2.8.1 e 4.2.8.2 para PRL e PRI. As faixas estudadas para o AM foram (PRL)
0,202 — 60,6 U e (PRI) 0,65 — 5,20x10° U, para AZM foi 0,224 — 33,72 U (PRL) e 5,25
— 42,0010 U (PRI) e para o \VC foram 0,09 — 11,18 U (PRL) e de 3,38 — 27,04x10° U
(PRI). Todos os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando o ponto inicial
como controle para PRL e PRI, cujas faixas foram similares as descritas na literatura
(FORGIARINI E DE SOUZA, 2007; BOUCHERIT et al., 2013; SKORONCKI et al.,
2014).

4.2.8.4 Tempo de Contato

A Peroxidase de rabanete na forma livre e imobilizada foram incubados a 25 °C
em um banho com agitacdo orbital de 200 rpm, nas condi¢des otimizadas nos itens
(4.2.8.1 - 4.2.8.3). Amostras foram retiradas em diferentes intervalos de tempo (0 —

12 h) para obtencéo da eficiéncia de descoloracdo dos corantes AM, AZM e VC.

4.2.9 Analise por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de peroxidase de rabanete livre, suporte, PRI antes e ap0s a
biodegradacdo foram submetidas a analise FTIR (Espectrofotdmetro FTIR Argilent
Cary 630) e 0s espectros obtidos na faixa de onda de 4000 a 650 cm™, para identificar

0S compostos presentes.
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4.2.10 Estabilidade Operacional

Os experimentos foram realizados repetidamente utilizando a mesma amostra de
PRI durante 1 h nas condigOes definidas nos itens (4.2.8.1 — 4.2.8.3). Uma vez completa
a reacdo, a PRI é separada da mistura, lavada com tampdo da melhor condicdo de pH e
utilizada novamente em meio reacional da descoloracdo. A descoloracdo foi monitorada
por espectrofotometro UV-Vis (Biochrom libra S22) em comprimento de onda dos
corantes utilizados.
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Capitulo V

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste topico serdo apresentados os resultados referentes a obtengdo e
determinacdo da atividade enzimatica do extrato bruto de rabanete, na sequéncia, a
imobilizacdo da peroxidase a partir do rabanete (Raphanus sativus L.) em suporte
organico de fibra de coco por adsorcdo fisica sdo apresentadas, estudo de pH e
temperatura dos biocatalisadores. Em seguida, avaliou-se a biodegradacdo dos corantes
téxteis mediante a eficiéncia de descoloracdo do Azul de Metileno (AM), Azul Marinho
(AZM) e Vermelho do Congo (VC) utilizando a peroxidase de rabanete livre e
imobilizada. A partir da determinacdo das melhores condicGes operacionais foram
realizados experimentos a fim de determinar a estabilidade operacional e a
caracterizacdo fisico-quimica por espectroscopia de infravermelho por transformada
Fourier da enzima livre, fibra de coco tratada, biocatalisador imobilizado antes e apds 0s

tratamentos e dos corantes catidnico, direto e reativo.

5.1 Obtencdo do Extrato bruto de Rabanete e Determinacdo da Atividade

Peroxidasica

Os resultados referentes a obtencdo e determinacdo da atividade enzimatica da
peroxidase do extrato bruto de rabanete séo mostrados na Tabela 4. A atividade da
peroxidase de rabanete foi determinado em tampédo fosfato de sddio dibasico anidro
(Na;HPOQ,), 0,1 M e pH 6,5 sem a etapa de precipitacdo (pré-purificacdo) utilizando
sulfato de amonio ((NH,).SO,), conforme descrito por FRICKS et al., (2006).

Tabela 4: Atividade enzimatica de extrato bruto de rabanete preparado com tampéao

fosfato de sédio dibasico anidro.

Parametros Extrato Bruto
Volume (mL) 175
Concentracédo de Proteinas (mg/mL) 0,65
Proteina Total (mg) 113,75
Atividade Enzimatica (U/mL) 0,63
Atividade Especifica (U/mg) 0,97
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A concentracdo de proteina determinada no extrato bruto rabanete foi de 0,65
mg/mL (Tabela 4), o qual foi duas vezes maior ao obtido por FRICKS et al., (2010)
(0,33 mg/mL). A proteina total (mg) de extrato bruto que contém a peroxidase foi de
113,75 mg, indicando um resultado satisfatorio em comparagdo com 21,6 mg de
proteina total determinada por MELO et al., (2015). Possivelmente devido as condigdes
edafiloclimaticas de cada regido, houve uma diferenca significativa nos resultados
descritos por FRICKS et al., (2010), DOS SANTOS et al., (2014) e MELO et al.,
(2015).

5.2 Imobilizacédo da Peroxidase de Rabanete (PR) em fibra de coco por adsorc¢éo

fisica

Para a imobilizacdo de peroxidase de rabanete em fibra de coco por adsorcdo
fisica foi estudado o efeito do carregamento do extrato bruto de 2,6 - 6,5 mg de proteina

por g de suporte, cujos os resultados sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Eficiéncia de Imobilizacdo da PR em suporte de fibra de coco por adsor¢édo

fisica em funcdo do carregamento enzimatico.

Conforme observado (Figura 7), a méxima eficiéncia de imobilizagdo foi em torno
de 70 + 3,8 % para o carregamento de 5,2 mg de proteina por g de suporte. Enquanto
que para carregamentos inferiores 2,6 — 3,9 mg de proteina por g de suporte ndo houve

grandes eficiéncias de imobilizacdo, isto pode estar relacionado com a reducdo da
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afinidade da enzima imobilizada ao substrato, gerando efeitos de difusdo & mudanga do
sitio ativo da enzima apds o contato com a superficie sélida do suporte (MOHAMED et
al., 2013), embora para maiores cargas tem sido observado uma diminuicdo na
eficiéncia, provavelmente devido & saturacdo da enzima no suporte (MOHAMED et al.,
2013).

E importante salientar que a técnica de imobilizacdo da peroxidase por adsorcéo
fisica em suporte organico ocorre a partir de forcas intermoleculares fracas. A
especificidade enzimatica baseia-se também nas interacBes entre a molécula do
substrato e o sitio ativo da enzima (CARDOSO et al., 2009).

5.3 Determinacéo do Efeito de pH e Temperatura na atividade enzimatica

O efeito do pH na faixa de 3 a 9 foi avaliada sobre a atividade da enzima livre
extraida a partir do rabanete e a imobilizada por adsor¢éo fisica, como mostra a Figura

8. A enzima livre e imobilizada exibiram a maior atividade em pH 7, para ambos.
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Figura 8: Efeito de pH do extrato bruto da peroxidase (m) extraida a partir do rabanete e

imobilizada (o) por adsorc¢éo fisica na atividade relativa.

A PRL e PRI apresentam comportamentos semelhantes. Em pH é&cido, a PR
apresentou uma diminuicgdo da atividade, possivelmente por alteracdo i6nica da enzima,
e da forma, consequentemente o seu sitio ativo. A diminuicdo também pode ser

observado a pH 8 e 9. Segundo CHAGAS et al., (2014) a enzima imobilizada era menos

34



sensivel & mudangas de pH do que a enzima livre, devido & protecdo da enzima por
imobilizacao.

A atividade relativa em relagcdo a temperatura da enzima livre extraida a partir do
rabanete e a imobilizada em fibra de coco por adsor¢éo fisica foram determinadas em
uma faixa de temperatura de 25 — 60 °C como mostra a Figura 9. A atividade maxima
ocorreu na faixa de 25 — 40 °C para o biocatalisador imobilizado, enquanto a enzima

livre atingiu melhor atividade a 50 °C.
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Figura 9: Efeito da temperatura do extrato bruto da peroxidase (m) extraida a partir do

rabanete e a imobilizada (o) por adsorcéo fisica na atividade relativa.

De maneira geral a imobilizagcdo permitiu a atuagdo da peroxidase de rabanete em
uma faixa mais ampla de temperatura (25 °C a 40 °C). No entanto, temperaturas
elevadas dentro da faixa experimental estudada (50 e 60 °C) ocasionam diminui¢édo
brusca na atividade da enzima. Os resultados discrepantes também foram relatados por
JAMAL et al., (2013) que obteve a atividade catalitica em 40 °C com a peroxidase
obtida a partir da couve-flor (Brassica oleracea) em forma livre e imobilizada em gel de
alginato e a pectina.

Possivelmente, o efeito de altas temperaturas (acima de 60 °C) leva a quase 80%
de perda da atividade enzimatica, indicando que essas temperaturas provocam a
desnaturacdo da enzima, resultando em altera¢cBes conformacionais irreversiveis que
afetam sua atividade (GOYENECHE et al., 2013).
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5.4 Degradacao do corante Azul de Metileno, Azul Marinho e Vermelho do Congo

utilizando a peroxidase de rabanete na forma livre (PRL) e imobilizada (PRI)
5.4.1 Corante Cationico e Reativo: Azul de Metileno e Azul Marinho
5.4.1.1 Efeito de pH

O efeito de pH foi investigado na faixa de pH (3 — 9) para AM e AZM durante 1 h
a 200rpm a 25 °C, 20 mg/L (AM) e 100 mg/L (AZM) de concentragdo inicial do
corante, razdo molar (corante): H,O, (1:0,5 mmol/L) e quantidade de biocatalisador
para AM: PRL (20,2 U) e PRI (3,25x10°U) e para AZM: PRL (22,48 U) e PRI
(26,25x107 U). O efeito de pH na eficiéncia de descoloracdo (ED - %) do corante Azul
de Metileno (AM) e Azul Marinho (AZM) s&o apresentados na Figura 10.
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Figura 10: Efeito de pH na eficiéncia de descoloracdo do Azul de Metileno (A) (PRL
—A—) e (PRI —o—), e Azul Marinho (B) (PRL —e—) e (PRI —A—).

Para o Azul de Metileno (Figura 10A) a peroxidase de rabanete livre (PRL)
apresentou valores baixos de eficiéncia de descoloracdo para pH entre 3 — 5, nesta faixa
de pH a eficiéncia de descoloracdo foi minima quando comparada com a peroxidase de
rabanete imobilizada em fibra de coco (PRI). Para a PRL e PRI as maiores eficiéncia de
descoloracdo foi obtida na faixa de pH de 7 a 9.

Para o Azul Marinho (Figura 10B), os valores da ED demostram um aumento com
pH de 3 a 5 para ambas as formas e para maiores valores de pH na faixade 6 a 9, a

biodegradacdo do corante reativo permaneceu quase constante.
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De acordo com as normas brasileiras (CONAMA), o efluente tratado das
industrias téxteis devem ser descartado na faixa de pH entre 5 a 9, portanto foi
selecionado o pH 8 com uma eficiéncia de descoloragdo de 8,5 % (PRL) e 83 % (PRI)
para 0 Azul de Metileno e para o Azul Marinho em pH 5 com 28 % e 40 % de eficiéncia
de descoloracdo para PRL e PRI, respectivamente.

Segundo PEREIRA et al., (2014) o pH tem uma maior influéncia sobre o grau de
ionizacdo de grupos existentes de aminoacidos na enzima ou mesmo em sua acao
catalitica. O pH pode influenciar tanto na estrutura enzimatica quanto no proprio
substrato que podem ser fortemente afetados pela concentracdo de ions H*, dependendo
do pK de cada agrupamento de substrato, 0 que pode resultar em uma maior ou menor
interacdo com a enzima.

A eficiéncia de descoloragdo do azul de metileno catalisado por PRL e PRI foi
maior em pH acima de 5,0. A peroxidase de rabanete apresenta o ponto isoelétrico (pl)
entre 4.7 - 5.1 (WANG et al., 2004). Assim, a um pH superior a 5, a fracdo anidnica da
enzima é favorecida, portanto com maior potencial para oxidar AM que apresenta
caracteristicas catidnicas (PEREIRA et al., 2014). As reacfes que compdem o ciclo
catalitico da peroxidase vegetal envolvem a oxidagdo do grupo protético heme da
peroxidase por perdxido de hidrogénio por dois elétrons e a formacdo de um composto
intermediario com caracteristicas positivas (oxiferril -O=Fe>"). Possivelmente, este
cation induz a biodegradagéo do corante cationico (SILVA et al., 2012).

O PRI apresentou maior poder de biodegradacdo de AM e AZM em comparagédo
com PRL devido a presenca de grupos hidroxila no biocatalisador imobilizado. Os
grupos hidroxila colaboram na orientagdo do substrato na interagdo com o sitio ativo, o
que justifica o melhor desempenho de PRI na biodegradacdo de AM e AZM (SCOTTI
et al., 2006).

Embora tenham sido obtidos resultados menores em termos de ED com AZM, a
biodegradagdo maxima de AZM por PRL e PRI ocorreu a pH 5. AZM é um corante
anibnico do tipo antraquinona (CELEBI et al., 2013). Sobre a biodegradacdo do AZM,
DEHVARI et al., (2017) descreve que a presenca de grupos hidroxilo a altos valores de
pH aumenta a carga negativa do corante diminuindo a eficiéncia de remocdo. Como
mencionado anteriormente a pH 5, a forma anibnica da peroxidase de rabanete é
favorecida. No entanto, as interacdes com o corante aniénico ndo sao favorecidas nestas
condigdes, reduzindo assim o poder de degradacdo da enzima. Resultados semelhantes

foram relatados na literatura. CELEBI et al., (2013) estudaram a biodegradacdo do
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corante Reactive Blue 19 (azul marinho) catalisada pela peroxidase de rabanete na
forma livre onde a enzima foi inibida em valores de pH (6 - 9) e apresentou remocao
méaxima a pH 5. CHAMPAGNE e RAMSAY (2007) estudaram a degradacdo do corante

reativo blue 19 por lacase imobilizada em silica, obteve-se o melhor resultado a pH 5.
5.4.1.2 Efeito da razdo molar do corante: perdxido de hidrogénio (H,0,)

O peroxido de hidrogénio (H,O;) atua como um co-substrato em reagdes
catalisadas pela peroxidase, na oxidagdo de substratos que atuam como aceptores e
doadores de elétrons, como as quinonas, citocromo, hidroquinona, acido ascorbico,
ferroceno e o iodeto na presenca da solucao de H,O, (VIEIRA et al., 2003; ULIANA et
al., 2008; CHIONG et al., 2016; RODWELL et al., 2016). Assim, estudou-se o efeito
da raz&o molar do corante: H,O, foi investigado na faixa de (1:0,1 — 1:100 mmol/L)
para AM e AZM, a 200 rpm por 1 h a 25 °C, para o Azul de Metileno: pH 8, quantidade
de biocatalisador: PRL (20,2 U) e PRI (3,25x10°U) e para o Azul Marinho: pH 5 e
quantidade de biocatalisador: PRL (22,48 U) e PRI (26,25x10 2 U). O efeito da razdo
molar do corante: H,O, na eficiéncia de descoloragdo (ED - %) se mostra na Figura 11.
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Figura 11: Efeito da raz&o molar do corante: H,O, na eficiéncia de descolora¢do do
Azul de Metileno (A) (PRL #) e (PRI m) do Azul Marinho (B) (PRL m) e (PRI ©).

Na Figura 11A (AM), podemos observar que para ambas as formas o aumento de
peroxido de hidrogénio ndo influenciou significamente no processo de biodegradacao.
Portanto foi definido como razdo molar do corante (AM): H,0O, para a PRL 1:1 mmol/L
e para PRI 1:0,5 mmol/L, com eficiéncias de descoloracdo de 9,7% e 86 %,

respectivamente.
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Na Figura 11B (AZM), a biodegradacdo foi mais eficiente com o aumento da
razdo molar corante: peroxido de hidrogénio de 0,1 mmol/L para 10 mmol/L, mas
houve uma diminuicdo da ED nas concentragdes mais elevadas de H,O, para a forma
imobilizada, enquanto que permaneceu constante para a forma livre. Portanto, a razao
molar ideal foi de 1:10 mmol/L para a PRL e PRI, com eficiéncias de descoloracéo de
62 e 61 %, respectivamente.

SILVA et al., (2013) utilizando a peroxidase a partir da soja na descoloracao do
corante sintético do tipo antraquinona Remazol Brilliant Blue R, apresentou uma
remocgdo maxima de 86% de descoloragdo na concentragdo de 0,5 mmol/L de H,O..

Para BOUCHERIT et al., (2013) altas concentracfes (valores maiores que 1:10)
de H,O, atua como um inibidor da atividade da peroxidase de forma irreversivel
oxidando o grupo férrica da enzima. Assim, a imobilizacdo tem a vantagem de proteger
a enzima contra altas concentrac@es de peroxido. O peroxido de hidrogénio atua como
co-substrato para ativar a acdo enzimatica do radical.

Para o Azul Marinho resultados semelhantes foram encontrados por YOUSEFI e
KARIMINIA, (2010) onde variaram a concentra¢ao de H,O; (0,65 — 19,58 mmol/L) na
degradacéo do corante do tipo monoazo Acido Laranja Il apresentando uma degradacéo
em torno de 60 % para concentragdes iniciais de 8 — 12 mmol/L. Com isso geralmente o
excesso de péroxido de hidrogénio na mistura de reacdo resulta numa inativacdo
enzimatica. No ciclo catalitico das peroxidases, a enzima é oxidada pelo peroxido de
hidrogénio por dois elétrons e seguida por duas redugdes de um Unico elétron através do
composto intermediario Il ao seu estado de repouso por substratos redutores apropriados
(mediador redox ou compostos alvo). Na presenca de peroxido de hidrogénio em
excesso, 0 composto Il pode ser adicionalmente oxidado para uma forma inativada, do

composto Il1.
5.4.1.3 Efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloracao.

O efeito da quantidade de biocatalisador na forma livre (PRL) e imobilizada (PRI)
foi investigado na faixa de (PRL: 0,202 — 60,60 U) e (PRI: 0,65 — 5,20x10° U) para o
Azul de Metileno e (PRL: 0,224 — 33,72 U) e (PRI: 5,25 — 42,00x10° U) para o Azul
Marinho, durante 1 h a 200 rpm a 25 °C, pH 8 (AM) e 5 (AZM) e razdao molar do
corante: H,O, (PRL: 1:1 mmol/L) e (PRI: 1:0,5 mmol/L) para Azul de Metilenoe 1:10

39



mmol/L pra ambas as formas do Azul Marinho. Os resultados do efeito da quantidade

de biocatalisador na eficiéncia de descoloracdo (ED - %) sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloracdo do Azul
de Metileno (A: PRL —A—) e (B: PRI —o—) e para Azul Marinho (C: PRL —e—) e (D:
PRI —A—).

Para 0 azul de metileno observou-se comportamentos diferentes para ambas as
formas. No caso da PRL (Figura 12A) obteve-se a maior eficiéncia de descoloracdo
(26 %) com 40,4 U do biocatalisador, e para PRI (Figura 12B) com 3,25x10°U foi
obtida a maior eficiéncia (87 %).

Para o corante azul marinho, podemos verificar o efeito da quantidade de
biocatalisador na forma livre (Figura 12C) e imobilizada (Figura 12D) na
biodegradagdo. A PRL apresentou uma eficiéncia de 62 %, com 13,48U de
biocatalisador, permanecendo quase constante a partir desse ponto, enquanto que para
PRI a eficiéncia foi de 61 % com 26,25x10° U de biocatalisador, observando um ligeira

diminuicdo a partir desse ponto.
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Na Figura 12A a baixa degradabilidade do corante pode estar relacionada a es-
pecificidade da enzima em relacdo a fatores que influenciam na velocidade da reacdo
como concentracdo de enzima, proporcao substrato: H,O,, concentragcdo do corante ou a
presenca de mediadores (SILVA et al., 2012). Embora para a forma imobilizada
(Figura 12B), a boa degrabilidade pode ser atribuida a reducdo da limitacdo da difusdo
por conveccdo devido a mudancas estruturais muitas vezes causadas pelo processo de
imobilizacdo (ZHU et al., 2011). Resultados semelhantes foram encontrados em
BOUCHERIT et al., (2013) utilizando a peroxidase a partir da abobrinha imobilizada
por aprisionamento em microesferas de alginato de célcio na degradacdo do corante
direto azo, obtendo uma remocéo de 76 %.

Para 0 Azul Marinho, Resultados semelhantes foram descrito por SATAR E
HUSAIN, 2009, onde variaram de 0,1 — 1,0 U a peroxidase de rabanete branco
imobilizada em Celite para a degradacdo dos corantes reativos Vermelho 120 e Azul
171 atingindo uma eficiéncia em torno de 60%.

Para a forma livre (Figura 12C), FORGIARINI E DE SOUZA, 2007 apresentaram
resultados similares utilizando a enzima peroxidase de raiz forte na degradacdo dos
corantes téxteis na faixa de 2,98 — 29,85 U, a maior eficiéncia de 58 % foi obtida com
14,98 U.

A otimizacdo da quantidade de enzima (PRL e PRI) foi realizada visando obter
uma alta eficiéncia de descoloracdo com menor quantidade de enzima utilizada no
processo. A partir dos resultados podemos verificar que com uma quantidade minima de
enzima imobilizada no suporte (PRI) podemos obter uma boa eficiéncia de descoloragédo
gue com uma quantidade muito maior de enzima em sua forma livre (PRL).
Consequentemente, reduzindo os custos do processo e conseguindo a reutilizacao

através da imobilizacéo.
5.4.1.4 Efeito do tempo de contato

O efeito do tempo de contato na eficiéncia de descoloracdo para a forma livre
(PRL) e imobilizada (PRI) foi investigado na faixa de (0 — 12 h) a 200 rpm a 25 °C, e

condigOes determinadas nos itens (5.4.2.1 — 5.4.2.3) para ambas as formas. Os

resultados sdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13: Efeito do tempo de contato na eficiéncia de descoloracdo do (A) Azul de

Metileno pelo biocatalisador livre (PRL ) e imobilizada (PRI =) para e (B) Azul
Marinho (PRL m) e (PRI &),

Na Figura 13A, para os biocatalisadores tanto na forma livre (PRL) como
imobilizada (PRI) o aumento do tempo de contato ndo influencia significamente na
eficiéncia de descoloracdo, portanto foi obtido como tempo de contato 6timo 1 h para a
reacdo de biodegradacdo para ambas as formas. A peroxidase livre obtida a partir do
rabanete mostrou uma baixa eficiéncia na descoloracdo, em relagdo & imobilizada.
SILVA et al., (2012) atingiram 9% de eficiéncia de descoloracdo do corante do tipo azo
Remazol brilliant orange 3R na presenca da peroxidase de nabo livre durante 110 min.

J& para PRI observou-se uma boa eficiéncia de descoloracdo até final de reacdo
de 12 h. Resultados semelhante foram obtidos por MOHAN et al., 2005 imobilizaram
peroxidase de raiz forte em suporte de gel de acrilamida para a degradacdo do corante
tipo diazo Acido Preto BX com remocao de 90% em 60 min. Normalmente, espera-se
que a imobilizacdo enzimatica forneca efeito de estabilizacdo restringindo o processo de
desdobramento da proteina como resultado de forcgas intermoleculares aleatorias.

Na Figura 13B, verificamos que para degradacdo do Azul marinho o
comportamento dos biocatalizadores livre e imobilizado foi diferente, também para este
corante foi definido como tempo de contato adequado 1h para reacdo de descoloracdo
tanto para PRL e PRI.

Segundo DA SILVA et al., (2010), que trabalhou o uso da peroxidase de raiz forte
na descoloracdo de corantes reativos, mostrou uma alta eficiéncia do corante em um
curto periodo de reagdo, que segundo os autores o tempo de reacdo esta diretamente
relacionado as diferentes estruturas dos corante, fato que afetou o modo de atividade

enzimatica e consequentemente poder causar uma varia¢do no tempo de reacao.
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5.4.2 Corante Direto: Vermelho do Congo
5.4.2.1 Efeito de pH

O efeito de pH na eficiéncia de descoloracdo foi investigado na faixa de pH (2 —
10) durante 1 h a 200 rpm a 25 °C, 70 mg/L de concentracdo do corante, razdo molar
(VC): H0, (1:0,5 mmol/L) e quantidade de biocatalisador PRL (9,32 U) e PRI
(16,90x107 U). Os resultados do efeito de pH na eficiéncia de descoloracdo (ED - %)

do corante Vermelho do Congo (VC) sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14: Efeito de pH na eficiéncia de descoloracdo do Vermelho do Congo (PRL
—n—) e (PRI —o—).

Ambos os biocatalizadores livre e imobilizada apresentaram a mais eficiente
biodegradacdo em meio acido. Para PRL foi obtida a maior eficiéncia de descoloracéo
(37,2 %) em pH 4,0, a partir desse ponto foi observada uma diminuicdo da eficiéncia.
Enquanto que para PRI a m&xima eficiéncia de descoloracdo (44,4 %) foi em pH 2,0,
quando os valores de pH aumenta até 5,0 observa-se uma diminuicdo da eficiéncia,
mantendo-se praticamente constante a partir desse pH.

Para as maximas biodegradacdes (PRL: pH 4 e PRI: pH 2) do corante direto pode
ser observada uma influéncia na relacdo ao grupo croméforo (-N=N-) da molécula do
corante. Porém, em relacdo ao anel benzeno, componente estrutural da molécula do

corante vermelho do congo, sua remogéo torna-se praticamente a mesma. Por apresentar
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caracteristicas na forma aniénica do tipo azo o vermelho do congo apresenta compostos
que sdo extensivamente utilizados nos processos das inddstrias téxteis, sendo
caracterizado por elevada resisténcia (MACHADO e DA SILVA, 2013). Um dos
fatores para a sua degradacdo pode estar caracterizado pelo grupo azo funcional, isto é
R-N=N-R’, em que R ¢ R’ pode ser um grupo arilo ou alquilo (ALMAGUER et al.,
2017). Outro fato esta intimamente relacionada com as mudancas na forma dos sitios
ativos da enzima, que pode modificar o estado de ionizacdo de aminoacidos &cidos ou
bésicos. Quando o estado de ionizagdo de aminoécidos em uma proteina é alterado, as
ligacOes idnicas que influenciam a forma terciaria da proteina podem ser alteradas.
Consequentemente, a atividade enzimatica é afetada (KALSOOM et al., 2015).

KULSHRESTHA e HUSAIN, 2007 demonstraram a eficacia da peroxidase de
nabo em solugdes aquosas na descoloracéo de cinco corantes diferentes (Acid Blue 92,
Acid Red 97, Acid Yellow 42, Acid Black 1 e Acid Black 210) com remocédo de cor
aproximadamente 75 a 100 %. Segundo MOHAN et al., (2005) obtiveram resultados
semelhantes utilizando a peroxidase de raiz forte (HRP) imobilizada na degradacdo de
Acid Black 10BX em pH 2, que pertencente a mesma classe do azo corante do vermelho
do congo (MACHADO e DA SILVA, 2013).

5.4.2.2 Efeito da razdo molar do corante (VC): peroxido de hidrogénio (H,0,)

O efeito da razdo molar do corante (VC): H,O, na eficiéncia de descoloracao foi
investigado na faixa de (1:0,1 — 1:60 mmol/L) a 200 rpm por 1 h a 25 °C, 70 mg/L de
concentracdo do corante, pH (PRL: pH 4 e PRI: pH 2) e quantidade de biocatalisador
PRL (9,32 U) e PRI (16,90x10° U). O efeito da razdo molar (VC): H,O, na eficiéncia
de descoloracdo (ED - %) se mostra na Figura 15.
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Figura 15: Efeito da razdo molar do corante: H,O, na eficiéncia de descolorac¢do do

Vermelho do Congo (PRL m) e (PRI ).

Na Figura 15, a peroxidase na forma livre apresenta um incremento na eficiéncia
de descoloracdo com razdo molar de 1:0,1 a 1:10 mmol/L, enquanto que para a sua
forma imobilizada mantem-se constante (1:0,1 — 1:1 mmol/L) e logo ap6s had um
decaimento para ambas as formas até 1:60 mmol/L. Definindo-se como 6tima razéo
molar VC: H,O, (1:1 mmol/L) para PRL e PRI com méaximas eficiéncias de
descoloracdo de 69 % e 45,5 % respectivamente.

Baixas concentracdes de H,0, limitam a taxa de reacdo engquanto que em
quantidades excessivas podem resultar em um efeito inibidor sobre a atividade
enzimatica. Resultados semelhantes foram descritos por CHIONG et al., (2016) que
utilizaram a peroxidase extraida da soja catalisada nas reagdes, mostrando uma
eficiéncia de descoloracdo aproximadamente constante dentro da gama de concentracao
de H,O, de 2 — 10 mmol/L em torno de 75 a 80 % de eficiéncia de descoloracdo do
corante laranja metil do tipo monoazo, que para concentracdes elevadas (acima de 10
mmol/L) observou-se inibicdo enzimética por H,O, de forma irreversivel oxidando o

grupo da enzima heme que é vital para a peroxidase.
5.4.2.3 Efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloragao

O efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloracdo da forma
livre (PRL) e imobilizada (PRI) foi investigado na faixa de (PRL: 0,09 — 11,18 U) e
(PRI: 3,38 — 27,04x10° U) durante 1 h a 200 rpm & 25 °C, PRL: pH 4 e PRI: pH 2 e
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razdo molar do corante (VC): H,O;, (1:1 mmol/L) para PRL e PRI. Os resultados do

efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloracdo (ED - %) sdo

apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Efeito da quantidade de biocatalisador na eficiéncia de descoloracdo do
Vermelho do Congo (A: PRL —s—) e (B: PRI —o—).

Na Figura 16, mostra-se para ambos o0s biocatalisadores o incremento da

eficiéncia de descoloragdo com o aumento da quantidade de biocatalisador, onde para

PRL foi obtida como maxima eficiéncia 70% com 9,32 U e para PRI 50% de ED com

23,66x103U.

O efeito da quantidade de biocatalisador na reagdo deve ser mantido independente

na concentragdo de substrato de modo que qualquer variagcdo na quantidade de produto
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formada seja uma fungéo da concentracdo de enzima (MOHAN et al., 2005). Segundo
SKORONSKI et al., (2014) baixas quantidades de enzimas, existe um menor nimero de
ligagOes entre enzima-suporte-meio reacional, criando, um sistema com baixa atividade
enzimatica. Para elevadas quantidades de enzima no meio, permite uma maior

difusividade nas substancias aplicadas.

5.4.2.4 Efeito do tempo de contato

O efeito do tempo de contato na eficiéncia de descoloracdo para a sua forma livre
(PRL) e imobilizada (PRI) foi investigado na faixa de (0 — 12 h) a 200 rpm a 25 °C, e
condi¢cbes determinadas nos itens (5.4.3.1 — 5.4.3.3) para ambas as formas. Os

resultados sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17: Efeito do tempo de contato na eficiéncia de descoloracdo do Vermelho do

Congo mediante biocatalisadores na forma livre (PRL m) e imobilizada (PRI 2)

Na Figura 17, observa-se que ambos o0s biocatalisadores apresentam
comportamentos semelhantes, para PRL no tempo reacional de 5 h foi obtida a maxima
remocdo de 90 %. Resultados que corroboram com MOHAN et al., (2005) e FARACO
et al., (2009), onde a degradacdo do corante Acid Red 266 e Acid Black BX10,
respectivamente apresentou remogao acima de 80 %, onde as estruturas dos corantes e a
especificidade do substrato da apoenzimas da lacase e peroxidase pode ser atribuida,

para a degradacdo do corante anionico.
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Enquanto que para PRI obteve-se somente 65 % de remocéo para 0 mesmo tempo
reacional (5h). Segundo ZILLE et al., (2003) relataram menor disponibilidade da
enzima para interagdo com corantes anionicos devido a imobilizagdo em uma
determinada matriz, onde 0 objetivo da imobilizacdo é a reutilizacdo da matriz do

processo.

5.5 Analise por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) é uma das técnicas mais utilizadas para caracterizacdo quimica das fibras
naturais, permite identificar bandas de absor¢édo caracteristicas de grupos funcionais. Os
espectros de FTIR da enzima livre, fibra de coco tratada, biocatalisador imobilizado
(BI), Bl apds o tratamento do azul de metileno, azul marinho e vermelho do congo, e 0s
corantes puros azul de metileno, azul marinho e o vermelho do congo sé@o mostrados na
Figura 18.

As bandas expressas em 3500 cm™ — 3000 cm™ est&o associados a vibracdes de
estiramento de grupos hidroxilas (O — H) presentes na composic¢do da enzima livre (1),
biocatalisador imobilizado (3), corantes azul marinho (6) e vermelho do congo (8), Bl
apos o tratamento do AM (5), AZM (7) e VC (9) na Figura 18 a, al, b, bl, c e cl
(BRIGIDA et al., 2010). Nas bandas de 3000 cm™ — 2800 cm™ mostram um
alongamento de grupos metilo e metileno (C — H) em celulose, hemicelulose nas
amostras da fibra de coco tratada (1), biocatalisador imobilizado (3) e Bl ap6s o
tratamento do AM (5), AZM (7) e VC (9) na Figura 18 a, al, b, bl, c e cl
(MAHESWARI et al., 2012). Nas bandas de 910 cm™, apresenta caracteristicas das
ligacOes R1,4-glicosidicas entre as unidades de anidro glucose na celulose presentes no
biocatalisador imobilizado (3) e no Bl apds o tratamento do AM (5), AZM (7) e VC (9)
(Figura 18 a, al, b, bl, cecl) (LU etal., 2014).

O espectro da enzima livre (1) (Figura 18 a, al, b, b1, ¢ e c1) mostra a presenca de
bandas de absorcdo caracteristicas de amida | a 1617 cm™ e amida Il a 1600 cm™ que
sdo atribuidas a ligagdo peptidica da enzima (CAO et al., 2012).

Nas bandas de absorcéo no espectro do biocatalisador imobilizado (3) e o Bl apds

o tratamento dos corantes (5, 7 e 9) foi observado uma banda em 1200 cm™ devido as
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vibracdes de estiramento (-S=0), bem como uma vibragdo de alongamento a 1045 cm™
para grupos funcionais nitrilas (C — N) (ZHANG et al., 2010).
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Figura 18: Espectro no infravermelho (FTIR) para as bandas caracteristicas entre 4000
— 650 cm™ séo representados por (a) para o corante Azul de Metileno (AM), (b) para o
corante Azul Marinho (AZM) e (c) para o corante Vermelho do Congo (VC). As
amostras analisadas foram identificadas por enzima livre (1), fibra de coco tratada por
(2), biocatalisador imobilizado por (3), corante azul de metileno AM por (4) e Bl apés o
tratamento de AM por (5), corante azul marinho por (6) e Bl ap6s o tratamento de AZM
por (7) e o corante vermelho do congo por (8) e Bl ap6s o tratamento de VC por (9). A
ampliacdo da escala das mesmas amostras é descrita nos espectros al, bl e cl, nas

bandas caracteristicas entre 2000 — 650 cm™,
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A classificagdo entre os diferentes corantes é possivel devido aos grupamentos
especificos em cada molécula cujas bandas caracteristicas sdo identificadas nos
espectros dos corantes puros. As bandas de 1450 — 1460 cm™ e 1340 — 1360 cm™ est&
relacionado a molécula de xanteno que € um composto organico derivado da
fluoresceina, eosinas e rodaminas, que sdo estruturas para referentes a intensidade da
cor do corante azul de metileno (4) e do azul marinho (6) (Figura 18 a, al, b e bl),
respectivamente. ApoOs o tratamento com o Bl dos corantes AM (5) e AZM (7), as
bandas caracteristicas da molécula de xanteno desapareceram (Figura 18 a, al, b e bl)
indicando a biodegradacdo destes corantes. Nas bandas de 1450 — 1550 cm™ séo
responsaveis pela presenca dos compostos aromaticos dos nitros corantes, grupo alquilo
ou arilo no corante vermelho do congo (8) (Figura 18 c e cl), e ap0s a degradacdo com
0 biocatalisador imobilizado (BI) verificou-se o desaparecimento destas bandas (9)
(Figura 18 ¢ e c1). Nas bandas em torno de 1160 — 1170 cm™ e 1360 — 1370 cm™
identificou-se triarilmetanos caracteristico dos corantes puros AZM e VC (6 e 8) e apds
a degradacdo com o BI dos corantes azul marinho (7) e vermelho do congo (9) notou-se
0 desaparecimento destas bandas (Figura 18 b, bl, c e cl1), conforme descrito por
PRATI et al. (2016) para especificamente a mesma molécula. Na banda de 1100 cm™
corresponde aos corantes puros do tipo azo como o azul marinho (6) e vermelho do
congo (8), e ap6s a degradacdo com o Bl (7 e 9) verificou-se a diminuicdo da
intensidade da banca caracteristica destes corantes de acordo com a Figura 18 b, b1, ce
cl. Na banda 1649 cm™ notou-se a presenca de amida | e/ou aminas do corante puro
azul de metileno (4) e ap6s a degradagdo com o Bl esta banda caracteristica ndo foi
identificada (5), este fato confirma a eficiéncia de descoloracdo dos corantes apds o
tratamento proposto (Figura 18 a e al). Portanto, 0o uso da andlise do espectro no
infravermelho (FTIR) das bandas caracteristicas de corantes antes e ap6s a degradacao
complementam os dados obtidos na eficiéncia de descoloracdo para corantes similares
conforme descritos na literatura por BOUCHERIT et al. (2013).

5.6 Estabilidade Operacional do Bl na eficiéncia de descoloragéo do corante Azul
de Metileno, Azul Marinho e Vermelho do Congo.

A reutilizacdo € um dos principais indicadores para avaliar a aplicacdo de enzimas
imobilizadas nas industrias. A enzima imobilizada pode ser facilmente removida e

avaliada quanto a sua eficiéncia (CHAGAS et al., 2015). Para demonstrar a reutilizagédo
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da enzima imobilizada por adsorcéo fisica em um suporte organico de fibra de coco para
remover compostos fendlicos em corantes catidénicos (AM), reativos (AZM) e diretos
(VC) foi investigada. Nas Figuras de (19 — 21) mostra-se 0 desempenho da PRI usado
na biodegradacdo de corantes AM, AZM e VC. O corante AM foi reutilizado dez vezes
mantendo mais de 50% da eficiéncia inicial (Figura 19), enquanto que para o corante
AZM e VC somente foram dois ciclos de reutilizacdo (Figura 20 e 21). Portanto,
peroxidase de rabanete imobilizada pode ser considerado mais eficiente na
biodegradacédo dos corantes AM, AZM e VC, pois o sistema imobilizado € mais facil de
operar com corante catiénico (basico e ndo aniénico) e podem ser reusadas varias vezes

com a possibilidade de ser utilizado em processos de escala industrial.
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Figura 19: Ciclos de Reuso da PRI na degradacéo do corante catiénico Azul de
Metileno.
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Figura 20: Ciclos de Reuso da PRI na degradacgéo do corante reativo Azul Marinho.
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Figura 21: Ciclos de Reuso da PRI na degradacéo do corante direto Vermelho do
Congo.

Nos biocatalisadores imobilizados por adsorcdo fisica, a estabilidade operacional
foi caracterizada por baixa capacidade de reutilizacdo com eficiéncia superior a 50 % do
ciclo inicial. A baixa tolerancia aos ciclos de reutilizacdo no biocatalizador imobilizado
obtido pela técnica de adsorcao fisica pode ser atribuida a dessor¢cdo da enzima devido a
ligacOes fracas ou ao suporte (KARRAT et al., 2011). Também foi observada neste
estudo a possibilidade da influéncia da degradacdo do corante por carga anionica do
corante reativo (AZM) e direto (VC).

O perfil da reducéo da eficiéncia pode ser devido ao menor nimero de unidades
(10 V) do biocatalizador utilizado no processo de imobilizacdo. Em alguns outros
casos, a perda de eficiéncia de descoloracdo nos ciclos subsequentes, pode ser atribuida
a limitacdo de transferéncia de massa, perda de atividade catalitica que ocorre durante o
uso repetitivo. Este fato também pode ser atribuido a inativacdo enzimatica pela reacdo
e/lou pode ser atribuido ao bloqueamento da enzima inativada por acumulacdo de
produtos de polimerizacdo em particulas de peroxidase imobilizadas (BOUCHERIT et
al., 2013; JIANG et al., 2014).
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Capitulo VI

6. CONCLUSAO

Neste trabalho verificou-se a obtencdo do extrato bruto da peroxidase imobilizada
pelo método de adsorcdo fisica em suporte organico de fibra de coco aplicado no
processo de descoloracdo de corantes téxteis, tendo as seguintes conclusdes:

e A concentracdo de proteinas do extrato bruto contendo enzima peroxidase foi

de 0,65 mg mL™, utilizando na preparacéo tampao fosfato de sédio;

e O melhor carregamento enzimético para imobilizacdo utilizando a técnica de
adsorcdo fisica (ADS) em suporte orgénico foi de 52 mg de proteina por
grama de suporte com uma eficiéncia de imobilizacédo de 70 %;

e A caracterizacdo bioquimica da peroxidase na forma livre e imobilizada por
adsorcéo fisica em fibra de coco apresentou maior atividade relativa para o pH
em 7 a 25 °C para ambas as formas, enquanto que para o efeito da temperatura
em pH 7, a enzima livre obteve a maior atividade em 50 °C, e para a forma
imobilizada as maiores atividades foram entre 25 a 40 °C.

e Nas condigdes otimizadas as eficiéncias de descoloracdo maximas foram: para
0 AM 26,2 % (PRL) e 87,3 % (PRI), para o VC foram 70 % (PRL) e 50 %
(PRI), e para 0 AZM foram 62,1 % (PRL) e 61,5 % (PRI).

e Os resultados obtidos no presente estudo revelaram a eficacia da peroxidase de
rabanete na descoloragdo de corantes catidnicos, diretos e reativos,
principalmente a forma imobilizada, porque é necessdria uma pequena
quantidade (U) de extrato bruto em relacéo ao livre, bem como a vantagem do
reuso.

e O biocatalisador imobilizado apresentou uma estabilidade operacional de dez
ciclos para o Azul de Metileno e dois ciclos para 0 Vermelho do Congo e Azul
Marinho.

e A analise por (FTIR) exibiu presenca de bandas caracteristicas de enzima livre,
fibra de coco tratada, biocatalisador imobilizado, e os Bl apds o tratamento dos
corantes.

e O desempenho na biodegradacéo de azul de metileno utilizando PRL e PRI foi

altamente dependente do pH e da quantidade do biocatalisador, enquanto que
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para o vermelho do congo e azul marinho era dependente do pH, razdo molar:
H.0,, quantidade de biocatalisador e tempo de contato. Portanto, a peroxidase
de rabanete imobilizada em fibra de coco pode se tornar uma alternativa
eficiente e econdmica no desenvolvimento de um processo biotecnoldgico

efetivo para a remocéo de efluentes téxteis em grande escala.
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Capitulo VII

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Neste tdpico serdo apresentadas algumas sugestbes para desenvolvimento de

trabalhos futuros:

Estudar a atuacdo da enzima em outras classes de corantes téxtil;

Estudar o efeito da concentracdo de corante na solucdo catalisada pela
peroxidase de rabanete (Raphanus sativus L.) na forma livre e imobilizada;
Avaliar a toxidade dos corantes ap6s o tratamento com Artemia salina e
Daphnia magna;

Analisar 0s possiveis compostos quimicos presente na solugdo ap6s o tratamento
enzimatico, através do método de separacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

Verificar o custo operacional presente na aplicacdo em efluente téxtil real.
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ANEXO

Para determinacdo dos maximos comprimentos de onda de cada corante foram
realizadas varreduras dos corantes Azul de Metileno (Catibnicos), Azul Marinho
(Reativo) e Vermelho do Congo (Direto) na faixa de varredura de 300 a 800 nm. As

varreduras realizadas no espectrofotdbmetro de varredura UV-Vis. Para os corantes AM,
AZM e VC sdo apresentadas na Figura A, B e C.
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Figura A: Varredura do corante catidnico Azul de Metileno (AM o).
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Figura B: Varredura do corante reativo Azul Marinho (AZM A).
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Figura C: Varredura do corante direto Vermelho do Congo (VC o).
Os valores dos comprimentos de onda maxima absor¢do (Amax ) foram de 660 nm,
625 nm e 527 nm para os corantes AM, AZM e VC, respectivamente. O que corrobora
com a literatura (MACHADO e DA SILVA, 2013, CELEBI et al., 2013 e PEREIRA et
al., 2014) para 0 AM, AZM e VC. Para o ensaios de biodegradacao, foram utilizadas
solugdes de corante a concentracdo de 20 mg/L, para AM (PEREIRA et al., 2014), 100

mg/L para AZM (CELEBI et al., 2013) e 70 mg/L para VC (MACHADO e DA SILVA,
2013).
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