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RESUMO

As enzimas sdo, em sua maioria, proteinas responsaveis por realizar catalise de uma vasta gama
de reacGes bioquimicas em diversos sistemas vivos. Os parametros que mais interferem nessas
reagdes sdo concentragdo de substrato, pH e temperatura. Devido a vantagens como atuagdo em
condigdes ambientais brandas, baixa agressividade ao meio ambiente e alta especificidade, as
enzimas ganham cada vez mais espago em processos industriais. A peroxidase é uma delas,
apresentando capacidade de oxidar diversos substratos de forma estavel. O estudo de técnicas
de concentracdo enzimatica de peroxidases ndo comerciais vem se tornando relevante para que
suas propriedades cataliticas sejam potencializadas e para que reacdes de interesse ambiental
sejam desenvolvidas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho é caracterizar as propriedades
cataliticas da peroxidase de farelo de arroz (PFA), valora-la por meio de técnicas de
concentracdo e analisar sua insercdo em processos de tratamento de dguas residuais da industria
téxtil, cujas atividades trazem problemas para a satde humana e ambiental. Na caracterizagdo
do extrato enzimatico bruto foi analisada a resisténcia da enzima em diferentes condicdes de
temperatura e pH, a qual demonstrou possibilidades de aplicacdo em processos que podem
ocorrer entre 20 e 70°C e em uma faixa de pH entre 4 e 8 sem que ocorra a desnaturacdo da
enzima. O maior potencial de redugdo obtido (+0,325 V vs EPH) correspondeu a PFA
submetida a um pH de 5,5 e temperatura de 25°C. Nessa condi¢do, analisou-se a estabilidade
da atividade enzimatica, que teve um decaimento maior dentro de 24 horas de reacédo, e 0
potencial redox e pH, que se mantiveram praticamente constantes durante todo tempo de reacao.
Em seguida, a valoracéo da enzima foi realizada por meio de concentracdo enzimatica, sendo
possivel aumentar em até 2,9 vezes a atividade enzimatica especifica (AE) por meio de Sistema
Aquoso Bifésico (SAB) com polietilenoglicol e cloreto de sédio e em até 1,9 vezes por meio
de Precipitacdo Enzimatica com acetona e cloreto de sodio. A insercdo da PFA em processos
oxidativos avancados também foi analisada, criando configuragdes para sua aplicacdo em
efluente téxtil sintético visando degradacdo e remocao de corantes. Foi possivel obter até 100%
de remocdo de cor aplicando PFA apds precipitacdo em sistema com agitacdo, apresentando as
indUstrias téxteis uma alternativa economicamente e ambientalmente viavel para o tratamento
de efluentes. Com isso, as técnicas de valoracdo de peroxidases e sua aplicacdo em efluente
téxtil demostram-se promissoras e com potencial para serem exploradas em processos
industriais, tendo em vista que a peroxidase de farelo de arroz demonstrou afinidade com
corantes.

Palavras-chave: Coprodutos agroindustriais. Peroxidases. Concentracdo enzimatica. Processos
oxidativos avancados. Industria téxtil.



ABSTRACT

The enzymes are mainly proteins responsible for catalyze a wide range of biochemical reactions
in several living systems and the parameters that most interfere in these reactions are substrate
concentration, pH and temperature. Due to advantages such as action in mild environmental
conditions, low aggressiveness to the environment and high specificity, enzymes are gaining
space in industrial processes. Peroxidase is one of them, presenting the ability to oxidize several
substrates in a stable way. The study of enzymatic concentration techniques of non-commercial
peroxidases is becoming relevant in order to improve its catalytic properties and to develop
environmental interest reactions. Therefore, this work aim to characterize the catalytic
properties of rice bran peroxidase (RBP), to evaluate it through concentration techniques and
to analyze its insertion in wastewater treatment processes of the textile industry, whose activities
cause problems for human and environmental health. In the crude enzyme extract
characterization, its resistance was analyzed in different temperature and pH conditions, which
demonstrated application possibilities in processes that can occur between 20 and 70°C and in
a pH range between 4 and 8 without occurring enzyme denaturation. The highest reduction
potential (+0.325 V vs SHE) corresponded to RBP submitted to a pH 5.5 and a temperature
25°C. In this condition, the enzymatic activity had a larger decay within 24 hours of reaction
and the redox potential and pH remained practically constant. Then, the enzyme valuation was
carried out through enzymatic concentration, being possible to increase the specific enzymatic
activity by up to 2.9 times through Aqueous Two-Phase System (ATPS) with polyethylene
glycol and sodium chloride and up to 1.9 times through Precipitation with acetone and sodium
chloride. The RBP insertion in advanced oxidative processes was also analyzed, creating
configurations for its application in synthetic textile effluent with degradation and dye removal
purpose. It was possible to obtain up to 100% color removal applying RBP precipitated in
shaker system, giving to the textile industries an economically and environmentally viable
alternative to treat effluents. Thus, the peroxidase valuation techniques and its application in
textile effluent are promising and have the potential to be exploited in industrial processes, since
rice bran peroxidase has demonstrated affinity with dyes.

Keywords: Agroindustry co-products. Peroxidases. Enzymatic concentration. Advanced
oxidative process. Textile industry.
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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo, em sua maioria, biopolimeros proteicos responsaveis por realizar
catalise de reacdes bioquimicas. Essas reacfes sdo conhecidas como catalise enzimatica e séo
essenciais para os sistemas vivos por aumentarem a velocidade e manterem o equilibrio de
reacOes. Para que ocorram, um substrato deve estar disponivel para que se ligue ao sitio ativo
da enzima, sendo esse um bolsdo delimitado por residuos de aminoéacidos. Quando isso ocorre,
forma-se o complexo enzima-substrato e seu estudo € importante para entender a cinética da

reacao e seus mecanismos (Abedi et al., 2011; Nelson e Cox, 2012).

A atividade catalitica de enzimas pode depender apenas de seus proprios residuos do
sitio ativo ou pode necessitar de componentes adicionais. Conhecidos como cofator e coenzima,
esses componentes sdo necessarios para formar o complexo enzima-substrato e realizar a
catalise, formando o complexo enzima-produto. Os cofatores e coenzimas podem ser ions
inorganicos, moléculas organicas ou moléculas metalorganicas complexas. Além disso, as
enzimas sdo biomoléculas com alta especificidade de substrato e podem ser desnaturadas e ter
sua atividade perdida caso submetidas a um ambiente com a qual ndo tenham afinidade. Por
isso, é importante conhecer sua sequéncia de aminoacidos e suas singularidades tendo em vista
a grande diversidade de enzimas encontradas na natureza (Abedi et al., 2011; Nelson e Cox,
2012).

Para isso, 0s mecanismos de uma rea¢do bioquimica envolvendo enzimas pode ser
modelado por meio de cinéticas, sendo essa uma importante ferramenta para entender rotas
reacionais e interacbes moleculares. Além disso, o conhecimento da sua cinética reflete na
otimizacdo de processos para sua aplicacdo. Basicamente, as enzimas seguem algumas etapas
na conversdo de um substrato em um produto: ao entrar em contato com o substrato, a enzima
livre ird se ligar e formar o complexo enzima-substrato, posteriormente forma o complexo
enzima-produto para enfim dessorver esse produto e voltar a ser uma enzima livre. Essas etapas
s8o reversiveis, ou seja, a reacao pode ocorrer nos dois sentidos (Abedi et al., 2011). Os fatores
que apresentam maior interferéncia nessa cinética sao concentracéo de substrato, influenciando
na velocidade da reacdo, faixa de pH e faixa de temperatura, interferindo na atividade e
estabilidade catalitica (Nelson e Cox, 2012; Medina et al., 2017).

Muitas vezes, existem diversas enzimas capazes de catalisar uma mesma reacdo. As

inlmeras vantagens apresentadas por essas biomoleculas fizeram com que o interesse em
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aplicacdes industriais aumentasse e o mercado global de enzimas crescesse rapidamente,
competindo com os catalisadores quimicos. Dentre as vantagens competitivas podem ser
citadas sua atuacdo em condicGes ambientais brandas, sua baixa agressividade ao meio
ambiente e sua alta especificidade. Atualmente, diversos processos nas industrias quimicas,
alimenticias, farmacéuticas, agricolas e de combustiveis ja utilizam enzimas comerciais (Abedi
et al., 2011). Os setores que mais se destacam nesse ramo sdo detergentes, processamento de
amido, tratamento de agua residuais, descoloracdo de efluentes, kits medicos, entre outros
(Medina et al., 2017). Umas das enzimas que vem atraindo interesse de pesquisadores sdo as
peroxidases, a qual possui 0 grupo prostético heme contendo um composto de ferro bivalente
(Fe?*) (Battistuzzi et al., 2010).

Conhecidas como heme peroxidases, as propriedades cataliticas dessas enzimas a
colocam no grupo de oxirredutases pela sua capacidade de oxidar e reduzir diversos tipos de
substratos, incluindo corantes, componentes fenodlicos, estruturas aromaticas e fracdes de
lignina. Além disso, a alta estabilidade e a termoresisténcia confere as peroxidases vantagens
de aplicacdo perante outras enzimas (Medina et al., 2017). As principais fontes dessa
biomolécula sdo microrganismos, animais e plantas. Porém, o custo de producdo e extracao
muitas vezes se torna alto e invidvel para algumas aplica¢@es, sendo uma das alternativas extrai-
las de coprodutos de plantas e obter peroxidases ndo comerciais (Battistuzzi et al., 2010; Medina
et al., 2017). O trabalho de Marques et al. (2017) mostra essa tendéncia, no qual a aplicacdo
dessa enzima extraida de farelo de arroz na descoloracédo de efluente téxtil, por meio de um

processo simples e de baixo custo, demonstrou-se eficiente e viavel.

Ao contrério das enzimas comerciais, as ndo comerciais apresentam um grau de
impureza devido sua fonte de extracdo conter diversas biomoléculas agregadas. Com isso, uma
ampla diversidade de classes de enzimas é encontrada em um mesmo subproduto (Margques,
2016). Isso faz com que processos com interesse em uma classe especifica de enzima, além de
extrai-la, terd o custo de concentra-la para aumentar sua eficiéncia catalitica e sua afinidade
com substratos. A escolha do método para concentrar a enzima e aumentar sua atividade
especifica é uma etapa importante e deve considerar a aplicacdo desejada, 0s custos envolvidos,
a escalabilidade, o rendimento e a reprodutibilidade (Rudrappa et al., 2007; Zeng et al., 2013;
Gautério et al., 2015; Preczeski et al., 2018).

A maior parte dos estudos publicados envolvendo purificacdo de peroxidases utilizam

processos cromatograficos que conferem um elevado grau de pureza. No entanto, esses
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processos sdo de dificil escalonamento e possuem um custo elevado para aplicagdes industriais
(Sonkar et al., 2015). Para minimizar esses custos, a otimizacdo de metodologias rapidas, com
poucas operagdes unitarias e eficazes para o processo de concentracdo enzimatica sao
desejaveis e representam uma area de pesquisa de grande interesse (Ishihara e Yamamotob,
2005; Ruiz-Ruiz et al., 2012). Neste sentido, algumas técnicas como Sistema Aquoso Bifasico
(SAB) e Precipitacdo Enzimética vem ganhando espaco e se tornando arranjos adequados para
purificacdo e recuperacdo de biomoléculas (Vilter, 1990; Cole, 1991; Raghavarao, Guinn e
Todd, 1998; Andrews, Schmidt e Asenjo, 2005).

O mecanismo do SAB envolve a incompatibilidade muatua de dois polimeros ou de um
polimero e um sal acima de uma determinada concentracdo. Como o proprio nome sugere, essa
incompatibilidade resulta em um sistema bifasico, formando a fase de topo e de fundo. No caso
de um arranjo composto por polietilenoglicol (PEG) e sal, um comportamento previsivel é a
afinidade da enzima pelo PEG, fazendo com que a biomolécula se agregue na fase de topo e na
fase de fundo reste apenas as impurezas e o sal. Essa técnica apresenta vantagens como
facilidade na recuperacdo da enzima, tempo de processamento curto, baixo consumo de energia,
confiabilidade no aumento de escala, entre outras (Baskir, Hatton e Suter, 1989; Hatti-Kaul,
2000; Asenjo e Andrews, 2011).

Jé& a técnica de precipitacdo, apesar de também permitir a aplicacdo de sal, apresenta
outro mecanismo para atingir a molécula alvo e concentra-la. Por conta de sua constante
dielétrica baixa, os solventes organicos sdo aplicados nesse arranjo como agente precipitante
para conduzir a formacdo de agregados com a enzima, promovendo assim sua separacao com
0s demais compostos do meio. Outro agente precipitante que pode ser empregado em
combinagdo com os solventes sdo os sais, 0s quais tem a fungdo de aumentar a forga idnica
(Cortez e Pessoa Jr., 1999). Assim como o0 SAB, a Precipitacdo Enzimatica é considerada uma

forma eficaz de atingir certo grau de purificacdo (Gill, Manhas e Singh, 2006; Cui et al., 2007).

No entanto, ndo existem protocolos que sejam universais na aplicacdo dessas técnicas
de concentracdo enzimatica. Ou seja, 0s agentes e parametros dos processos devem ser
ajustados experimentalmente para cada arranjo, tendo o cuidado de medir sua eficiéncia por
meio da diminuicdo ou aumento de atividade enzimatica em relacdo a enzima bruta. Essa
medida indicara possiveis desnaturacdo ou remogéo de impurezas do extrato enzimatico (Cortez
e Pessoa Jr., 1999).
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Apesar de sua vasta variedade de fontes e das diferencgas entre métodos de extracao e
de purificacdo, todas as heme peroxidases compartilham de uma mesma rota catalitica no
momento em que entram em contato com seu substrato. Essa rota é baseada em trés etapas
redox: Na primeira etapa, ocorre a ligacdo entre enzima, substrato e cofator, que para a
peroxidase € o perdxido de hidrogénio (H20-). Nessa reacdo o cofator é reduzido a agua (H-0)
e a enzima é oxidada formando o Componente I, o0 qual possui um composto de ferro trivalente
(Fe**), liberando 2 elétrons (e). Na segunda etapa, uma molécula de substrato é oxidada
formando o Componente 11, o qual continua possuindo um composto de Fe**, e ocorre a reducéo
de 1 e” e a formacdo de 1 atomo de hidrogénio (H"). Na terceira e Gltima etapa, uma segunda
molécula de substrato € oxidada e 0 Componente | é reduzido, restando dessa rea¢do 0 composto
de Fe3* e o Componente 1. Além disso, a ultima etapa forma H2O e libera 1 e para 0 meio
(Everse J., Everse K. E. e Grisham, 1990; English e Tsapralis, 1995; Banci, 1997; Smith e
Veitch, 1998; Dunford, 1999; Nakayama e Amachi, 1999; Veitch e Smith, 2001; Battistuzzi et
al., 2010).

As etapas descritas acima formam duplas redox denominadas Componente I/ Fe®",
Componente 1/Componente Il e Componente 11/ Fe3*. O conhecimento das caracteristicas
dessas duplas é importante pois tem alta influéncia no comportamento termodinamico e na
cinética da reacdo catalitica. Ou seja, para determinar o poder oxidativo das peroxidases é
necessario conhecer o potencial redox, também denominado potencial de reducao (Ered), dessas
duplas, fatores que estdo fortemente interligados (Hayashi e Yamazaki, 1979; English e
Tsapralis, 1995; Farhangrazi et al., 1995; Dunford, 1999; Furtmuller et al., 2006; Zederbauer et
al., 2007; Battistuzzi et al., 2010).

No geral, o que é medido dessa enzima é o potencial de reducio da dupla Fe*/Fe?*,
na qual o primeiro componente é proveniente da reacdo descrita acima em trés etapas e 0
segundo provém do grupo heme presente na peroxidase. Esse potencial é altamente
influenciado pelo pH no qual a reacdo ocorre, sendo que baixos valores de pH favorecem a
reducio do Fe®* e, quanto maior 0 Ereq, maior sera a velocidade da catalise enzimatica (Goodin
etal., 1991; Zhang et al., 2002; DiCarlo, Vitello e Erman, 2007; Battistuzzi et al., 2010).

Battistuzzi et al. (2010) trazem em seu trabalho diversas peroxidases das quais 0S
valores do potencial redox j& foram determinados experimentalmente. Os valores variam de -
0,320 Volts versus Eletrodo Padrdo de Hidrogénio (V vs EPH), para peroxidase de pepino, até

+0,167 V vs EPH, para manganase peroxidase imobilizada. O sinal negativo significa que esta
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ocorrendo uma reacdo de oxidacdo (perda de elétrons) e o positivo uma reacdo de reducao
(ganho de elétrons). A unidade de medida usada para esse tipo de grandeza eletroquimica deve
ter relagdo com o instrumento utilizado e sua escala, para que o resultado obtido seja a diferenca
de potencial (ddp) entre o valor medido e o referencial. O mais usual é adotar o eletrodo de
Ag/AgClI como instrumento de medida, pela sua simplicidade e facil operacéo, e 0 EPH como
escala de referéncia, por seu valor ser fixado em 0 V (Skoog et al., 2013; Brown et al., 2017).

Apesar de muitas peroxidases ja terem sido amplamente estudadas, algumas néo foram
caracterizadas ainda neste sentido, principalmente aquelas extraidas de coprodutos. Com isso,
surge a necessidade de entender os mecanismos de atuagdo e os condicionantes reacionais
dessas enzimas. O conhecimento de seu processo catalitico pode potencializar aplicaces
industriais de forma a aproveitar a0 maximo seu poder oxidativo. Neste contexto, surge o
desafio de desenvolver reacdes de interesse ambiental, utilizando os mecanismos descritos
acima pelas peroxidases, em busca de proporcionar as industrias solucdes eficientes e de baixo

custo e minimizar seus impactos no ecossistema.

Essas reacfes podem envolver substratos presentes em aguas residuais de diferentes
processos industriais, com os quais as peroxidases possuem afinidade para transforma-los,
minimizando seus impactos ambientais. Alguns desses componentes que ja vem sendo
estudados sdo corantes, microtoxinas, matéria organica dissolvida, fendis, entre outros
(Steevensz et al., 2009; Al-Ansari et al., 2010; Li et al., 2016). Diante disso, surge o cendrio da
industria téxtil e seus processos, que tém sido considerados agentes causadoras de diversos
problemas para 0 meio ambiente. As principais preocupacfes giram em torno da variedade de
produtos quimicos envolvidos nesta indUstria e a agua consumida, sendo necessarios cerca de

200 litros para produzir 1 kg de tecido.

Os processos téxteis geram grande quantidade de efluentes contendo sélidos
dissolvidos, agentes quimicos, tragos de metais, odor, cor, entre outros agentes poluentes, o que
0 torna toxico e perigoso para a saude humana e ambiental (Eswaramoorthi et al., 2008; Ntuli
et al., 2009; Ghaly et al., 2014; Yusuf, 2018). A concentracdo de corante nas aguas residuais da
industria téxtil pode chegar a 250 mg/L, sendo assim responsavel pela cor intensa desse
efluente. Quando descartados incorretamente em recursos hidricos, 0s corantes podem bloquear
a penetracdo da luz solar, inibir processos biologicos e elevar a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO). Alem disso, os efluentes quimicos podem causar doengas ao homem e aos

animais, como nauseas, dermatites e mutacdes genéticas (Reife e Freeman, 1996; Greijer et al.,
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2001; Nese, Sivri e Toroz, 2007; Wamburguh e Chianelli, 2008; Ghaly et al., 2014; Yusuf,
2018).

Os corantes da classe azo, encontrados em efluentes de coloracdo vermelha,
representam em torno de 70% do volume de producéo de todos os corantes organicos no mundo.
Embora j sejam conhecidos os problemas de saude ambiental causados pelos efluentes téxteis,
ndo existe uma legislacdo internacional que determine pardmetros de descarga em corpos
hidricos. Muitos paises estabelecem seus proprios valores de parametros em leis, como Estados
Unidos, Unido Europeia, Canada, Australia e Brasil. Outros paises determinam esses limites
como valor recomendado, como India, Paquistio e Malasia (Bafana, Devi e Chakrabarti, 2011;
Yusuf, Shabbir e Mohammad, 2017; Yusuf, 2018).

A legislacdo dos paises acaba sendo mais uma das preocupacdes existentes em relacao
a industria téxtil, especialmente quando dados compilados pela World Trade Organization
(Organizacdo Mundial do Comércio, em traducdo livre) - WTO (2018) - mostram que China,
Unido Europeia e India, juntas, representaram 66,3% das exportacdes mundiais de téxteis no
ano 2017. O Brasil se encontra entre os 15 paises com uma inddstria téxtil desenvolvida e
consolidada no mercado global. De acordo com a Associacao Brasileira da Industria Téxtil e de
Confeccdo (Abit), apenas em 2017 o pais teve uma produgdo media de 1,3 milh&o de toneladas

de téxteis com cerca de 27,5 mil indUstrias desenvolvendo essa atividade.

Segundo os relatérios da WTO (2018), os cinco maiores exportadores de téxteis em
2017 foram China, Unido Europeia, india, Estados Unidos e Turquia. Realizando uma
comparagdo entre esses poucos paises, ja é possivel observar que a legislacdo tem varias
diferencas nas restricfes de descarga de efluentes téxteis em recursos hidricos. O parametro
demanda quimica de oxigénio (DQO) é exemplo dessa constatacdo, no qual os Estados Unidos
s&0 mais restritivos que a India. Além disso, nos parametros cor e temperatura a legislacio da
Unido Europeia e da Turquia ndo reportam um limite e outros paises sim. Em alguns desses
paises menos restritivos, como na Unido Europeia, por exemplo, seria possivel aplicar um
processo de tratamento simples em efluentes téxteis para cumprir a lei, muitas vezes deixando
de lado a toxicidade dos produtos quimicos (Ghaly et al., 2014; ZDHC, 2016).

Nesse sentido, 0s processos oxidativos avancados (POAs) vem ganhando espaco para
0 tratamento dessas aguas residuais, apresentando um potencial de remocéo de até 79% de
DQO. Além disso, os POAs podem ser desenvolvidos a qualquer temperatura e presséo e tem
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a vantagem de ndo produzir componentes secundarios (Rodriguez, 2003; Montafio, 2007;
Eswaramoorthi et al., 2008; Ghaly et al., 2014). O mecanismo de a¢do dos POAs em corantes
baseia-se na oxidacgéo e destruicdo desses componentes por meio da producéo de radicais OH®.
A taxa de oxidacdo dos componentes pode ser aumentada por meio da otimizacdo do processo,
encontrando a concentragdo ideal do radical e do poluente alvo (Al-Kdasi et al., 2004,
Eswaramoorthi et al., 2008; Ghaly et al., 2014).

Devido ao seu uso potencial no tratamento de efluentes da industria téxtil, os processos
oxidativos avancados vem sendo investigados intensamente nas Gltimas duas décadas. Diversas
tecnologias podem ser aplicadas nesses processos, sendo a ozonizacdo, a fotocatalise
semicondutora, a combinagdo UV/H-O: e o ultrassom exemplos que vem sendo utilizados com
sucesso na descoloracdo de corantes azo (Song et al., 2007; Kasiri e Khataee, 2012;
Narayanasamy e Murugesan, 2014; Karthikeyeni et al., 2015; Babar et al., 2017; Hassaan e
Nemr, 2017; Lai, Hsu e Lin, 2017). Dessa forma, as propriedades oxirredutoras das peroxidases
confere a essas enzimas a possibilidade de sua insercdo em POAs para tratar efluente téxtil.

A peroxidase de raiz forte, por exemplo, ja vem sendo utilizada para degradacdo de
poluentes organicos (Moncina e Majcen-Le-Marechal, 2003; Malani, Khanna e MoholKar,
2013). A peroxidase de soja também vem sendo aplicada com eficicia na remoc¢do de matéria
organica dissolvida, sendo que, na presenca de perdxido de hidrogénio, gera radicais fenoxila
que podem se unir e formar oligdmeros maiores, podendo ser facilmente separados por filtragéo
ou sedimentacdo. Estudos também relatam a aplicacdo da peroxidase de soja na remocdo de
fenodis em &guas residuais de alcatrdo mineral e de efluentes de refinarias (Steevensz et al.,
2009; Al-Ansari et al., 2010; Li et al., 2016).

Portanto, buscando a valoracdo de peroxidases ndo comerciais e a insercdo dessas
enzimas em reacdes de interesse ambiental, prop6e-se neste estudo avaliar suas propriedades
cataliticas, visando sua aplicacdo na degradacdo de corantes téxteis e abrindo novas
perspectivas para insercao de processos oxidativos avancados no tratamento de aguas residuais

de forma eficiente e sustentavel.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento de peroxidases ndo comerciais, extraidas de coprodutos
agroindustriais, perante diferentes condig¢fes reacionais visando sua aplicacdo em reacdes de

interesse ambiental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar propriedades cataliticas de peroxidases extraidas de coprodutos
agroindustriais;

e Avaliar o comportamento das peroxidases em diferentes meios reacionais e
condicdes de temperatura e pH;

e Aplicar as técnicas de concentracdo enzimatica Sistema Aquoso Bifasico (SAB) e
Precipitacdo Enzimatica;

e Auvaliar a aplicacdo de peroxidases na degradacdo de corantes téxteis em processos

oxidativos avancados.
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3. METODOLOGIA

As metodologias utilizadas para realizacdo deste trabalho serdo abordadas neste item,
seguindo a sequéncia de processos esquematizados no fluxograma abaixo. A descricdo dos

processos sera apresentada no decorrer deste topico.

Figura 1. Fluxograma demonstrando a metodologia em etapas realizada neste trabalho.

Peroxidase extraida

OBTENCAO DA ENZIMA de farelo de arroz

¢

Atividade H
enzimitica CARACTERIZACAO DAS p
PROPRIEDADES
Estabilidade ENZIMATICAS Potencial de
enzimatica ‘ reducio
Precipitacio com CONCENTRACAO SAB com
sal e solventes ENZIMATICA polimero e sais
APLICACAO EM PROCESSOS Descoloracio de
OXIDATIVOS AVANCADOS efluente textil

Fonte: Elaborada pela autora.

3.1 OBTENCAO DA ENZIMA

A enzima peroxidase, utilizada neste projeto, foi extraida de farelo de arroz e
disponibilizada pela Escola de Quimica e Alimentos (EQA) da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG) Campus Carreiros.

A extracdo da peroxidase deste coproduto agroindustrial ocorreu em condicGes
baseadas no metodo descrito por Cardinali et al. (2011), no qual 0 meio tamponante extrator
fosfato de sodio, a uma concentracdo de 10 mmol/L e pH 5,2, foi adicionado ao farelo, seguido
de agitacdo mecénica por 60 minutos a temperatura ambiente para rompimento da estrutura
celular e solubilizacéo proteica. O extrato enzimético bruto foi entdo centrifugado a 3220 x ¢
por 10 minutos a uma temperatura de 4°C e o sobrenadante obtido deste processo foi filtrado e

disponibilizado para realizacdo deste trabalho.
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3.2 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES ENZIMATICAS

O meio reacional padrdo em que a peroxidase de farelo de arroz (PFA) é submetida e
tem sua atividade enzimatica medida foi determinado por Devaiah e Shetty (2009), contendo 1
mL de extrato enzimatico, 2 mL de agua destilada, 1,5 mL de tampéo fosfato de soédio 5 mM,
0,5 mL de guaiacol 1% e 1 mL de perdxido de hidrogénio 0,08%. Esse meio reacional se
encontra a um pH de aproximadamente 5,5 e é submetido a temperatura de 25°C em banho

termostatico durante 20 minutos.

A partir deste método, foram realizadas variacdes nos valores de pH e temperatura em
busca de submeter a peroxidase a condigfes extremas e analisar as respostas atividade
enzimatica (AE) e potencial de reducdo (Ered).

3.2.1 Quantificacdo da atividade enzimética

ApOs submeter a peroxidase e seu meio reacional ao banho termostatico, a
transmiténcia dos compostos oxidados foi quantificada em espectrofotometro UV-VIS a um

comprimento de onda de 470 nm (Khan e Robinson, 1994).

A atividade enzimaética foi estimada por meio da reacdo de oxidacdo do substrato
guaiacol a tetraguaiacol, caracterizado pela coloracao laranja. A unidade de atividade especifica
da enzima peroxidase foi definida como a massa de proteina capaz de causar um aumento da

unidade de absorbancia em 0,001 por minuto (Garda-Buffon e Badiale-Furlong, 2010).

Os resultados de quantificacdo enzimatica foram expressos em U/mL, sendo U a
unidade internacional adotada para atividade enzimatica, representando a quantidade de
enzima, em mililitros, necessaria para catalisar uma reacdo com velocidade de conversao de 1

micromol por minuto (Motamed, Ghaemmaghami e Alemzadeh, 2009).
3.2.2 Medida do potencial de reducéo e do pH
Os valores de potencial de reducéo e pH foram obtidos de forma direta por meio do

medidor de bancada pH/mV da marca HANNA Instruments, modelo HI 2221.

Este equipamento possui um eletrodo de Ag/AgCl, o qual quantifica o potencial de
oxirreducdo (ORP), ou seja, 0 estado geral de uma solucdo que possui habilidade de oxidar ou
reduzir quimicos (HANNA Instruments, 2017).
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O valor de ORP obtido por meio do eletrodo foi convertido para milivolt versus
Eletrodo Padréo de Hidrogénio (mV vs EPH), a unidade de medida usual para este tipo de

grandeza eletroquimica (Skoog et al., 2013; Brown et al., 2017), conforme a Equacéo 1.

Erea = Eagjagct +222mV (Equagdo 1)
Sendo:
E,.4= Potencial de reducéo na escala de referéncia (mV vs EPH);

E4g/a9c1= Potencial de redugdo medido com o eletrodo de Ag/AgCI (mV).

3.2.3 Determinacdo da estabilidade enzimatica

Os testes para verificar a estabilidade enzimatica foram realizados a partir da escolha
das condicdes de temperatura e pH com os resultados mais favoraveis na etapa de submissdo
do meio reacional a condi¢des extremas. Além de escolher pelas respostas de AE € Ered, 0 acesso
a dados da literatura foi essencial para determinar condi¢des de temperatura e pH favoraveis ao
processo de oxidacdo de corantes.

A partir disso, a enzima foi submetida ao meio reacional e deixada em reatores abertos
com controle de temperatura. Em um intervalo de tempo, escolhido a partir do monitoramento
dos resultados, foram realizadas coletas para determinar as respostas dos itens 3.2.1 e 3.2.2. A
partir desses dados foi possivel obter o comportamento de cada parametro com o passar do

tempo.
3.3 CONCENTRACAO ENZIMATICA

Duas técnicas diferentes de concentracdo enzimatica de baixo custo foram aplicadas
na peroxidase de farelo de arroz com o objetivo de aumentar sua atividade enzimatica, seu

potencial de reducéo e valorar a enzima.

Para determinar se houve remocdo de impurezas do extrato enzimatico e afinidade do
mesmo com a técnica aplicada, a atividade enzimatica foi determinada antes e apds aplicacéo
das técnicas de acordo com a metodologia de Devaiah e Shetty (2009), descrita no item 3.2.1.
Além disso, para calcular o Fator de Purificacdo (FP), a concentracdo de proteina no extrato
antes e apds a concentracdo enzimatica foi determinada de acordo com o método de Bradford
(1976). Os valores de Atividade Especifica (AE) e FP foram obtidos por meio das Equacdes 2
e3.
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AE = — (Equacgao 2)

Sendo:
AE= Atividade Especifica do extrato (U/mg);
At= Atividade enzimatica do extrato (U/mL);

[P] = Concentracdo de proteina no extrato (mg/mL).

_ AEgc
~ AEgg

FP (Equagido 3)

Sendo:
FP= Fator de Purificacdo (adimensional);
AEg-= Atividade Especifica do extrato concentrado (U/mg);

AEgg= Atividade Especifica do extrato bruto (U/mg).

3.3.1 Sistema Aquoso Bifasico (SAB) com polimero e sais

Testes preliminares do Sistema Aquoso Bifasico (SAB) foram realizados de acordo
com a metodologia proposta por Albertsson (1986). A técnica utiliza combinacéo de polimeros
e sais em concentracdes criticas com o objetivo de formar duas fases hidrofilicas, denominadas
fases de topo (T) e de fundo (F) (Targovnik, Cascone e Miranda, 2012).

Para determinar essas concentracgdes criticas, diversas referéncias bibliograficas foram
consultadas e testadas. Por meio dos testes, escolheu-se adaptar o método descrito por Du et al.
(2019), no qual constam curvas binodais, ou seja, diagramas de fases para o sistema

polimero/sal com a finalidade de prever a composi¢do das duas fases (Figura 2).
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Figura 2. Curva binodal adotada para este estudo.
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Fonte: Du et al., 2019.

Nos testes preliminares, o sistema foi preparado com uma solucdo 50% peso/volume
(p/v) de polietilenoglicol (PEG), variando sua massa molar em 400, 1500 e 6000, e outra
solugdo 40% p/v de sal com pH fixado em 6, estando de acordo com a faixa 6tima de atividade
enzimatica do extrato (Feltrin, 2013). Diversos ensaios foram realizados variando as

concentracdes das solucdes e do extrato enzimatico no sistema.

Dois procedimentos metodoldgicos distintos foram realizados nos testes preliminares,
sendo um deles apenas homogeneizando o sistema em vortex e outro com homogeneizacao e
posterior centrifugacdo a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Apds estes procedimentos, o
sistema foi mantido em banho de gelo durante 20 minutos e entdo a resposta atividade

enzimatica foi analisada em ambas fases do sistema.

Na sequéncia, Delineamentos Compostos Centrais (DCCs) foram realizados variando
a composicdo do sistema em pontos da curva binodal, utilizando 3 diferentes sais (cloreto de
sodio, fosfato de sodio e fosfato de potassio), com o objetivo de melhorar o processo e analisar
a afinidade da PFA por meio da resposta fator de purificacdo. As varidveis investigadas nos
delineamentos foram concentragdo de PEG, variando de 15 a 25% peso/peso (p/p),

concentracéo de sal, variando de 14 a 22% p/p, e pH do sal, variando de 4 a 8.
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3.3.2 Precipitacédo com sal e solventes

Testes preliminares da técnica de precipitacdo enzimatica foram desenvolvidos de
acordo com o método de Preczeski et al. (2018), fixando a concentracao de cloreto de sodio em
0,8 mol/L, a concentragéo de solvente organico em 80% e a vazdo da bomba peristaltica em 10
mL/min. As fases sobrenadante (S) e precipitado (P) foram coletadas, sendo que P foi dissolvido

em 5 mL de tampao fosfato de sédio 5 mM pH 7,5, de acordo com Feltrin et al. (2017).

Nos testes preliminares foi realizado um procedimento de screening, também
denominado triagem, testando alguns solventes em condi¢Ges com e sem sal. Os solventes
testados foram acetona, etanol, N-propilico, Iso-propilico, Iso-butilico e Tert-butilico e a

resposta atividade enzimatica especifica foi analisada por meio do Teste de Tukey.

Na sequéncia, a precipitacdo de PFA foi potencializada com um DCC, com o objetivo
de avaliar a influéncia da vazdo da bomba peristaltica, variando entre 4,6 e 12,4 mL/min, da
concentracgéo salina, variando entre 0,36 e 0,84 mol/L, e da concentracdo de solvente, variando

entre 48,1 e 81,9%, nos resultados de fator de purificacao.
3.4 APLICACAO EM PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS (POAS)

O extrato enzimatico bruto e concentrado por meio de Precipitacdo e de SAB foi
estudado quanto a sua aplicabilidade em POAs para degradacdo de cor de efluente téxtil

sintético.

A aplicacdo foi realizada de acordo com Marques et al. (2017), no qual o meio
reacional foi composto por 3 mL de extrato enzimatico, 40 mg/L de perdxido de hidrogénio
30% e o restante de efluente sintético, formando um volume final de 100 mL. O efluente foi
preparado diluindo diferentes corantes (vermelho, amarelo, azul e marrom) em &gua destilada

em uma concentracao de 100 mg/L.

Os ensaios dos testes preliminares foram submetidos a um ambiente com temperatura
constante de 25°C em configuragdes sem e com agitacdo em shaker orbital (160 rpm). Em
seguida, testes foram realizados para determinar a curva de remocao de cor em relagcdo ao tempo
com o objetivo de indicar o tempo de inicio e de estabilizacdo do processo de degradacéo do
corante sintético. Além disso, foram acompanhados o pH e o potencial de reducdo do meio

reacional.
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A remocdo de corante do efluente foi quantificada em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 455 nm e por meio da Equacédo 4 foi determinado o percentual de

remocéao.

_ ABSc-ABSy. 100 (Equagdo 4)
ABS,

Sendo:

CR= Corante removido (%);

ABS = Absorbéancia do controle (meio reacional sem enzima);

ABS;= Absorbancia do tratamento (meio reacional com enzima).

3.5 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

O tratamento estatistico dos dados obtidos no decorrer deste trabalho foi realizado no
software Protimiza Experimental Design - http://experimental-design.protimiza.com.br/

(Rodrigues e lemma, 2014).


http://experimental-design.protimiza.com.br/

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES DO EXTRATO BRUTO

A primeira etapa da caracterizagdo do extrato bruto neste trabalho foi realizada em

busca de verificar a interferéncia das variaveis pH do tampéo e temperatura do banho ao qual a

peroxidase de farelo de arroz (PFA) foi submetida para reagir com seu substrato, neste caso o

guaiacol. As respostas atividade enzimatica e potencial de redugdo sdo mostradas na Tabela 1,

na qual é possivel verificar a resisténcia dessa enzima perante diferentes condigdes de

temperatura e pH.

Tabela 1. Anélise da atividade enzimatica (AE) e do potencial de reducdo (Ered) da peroxidase

de farelo de arroz em meio reacional submetido a diferentes condicdes.

Variaveis Respostas
Ensaio Atividade Potencial de
pH do | Temperatura S duch v
tampao | do banho (°C) enzimatica reducdo (mV vs
(U/mL) EPH)
Controle* 55 25 - 215,70
Condicao 5,5 25 605 324,60
padrado
4 20 134 301,80
Condicdes 4 70 393 320,70
extremas 8 20 333 297.10
8 70 689 296,60

*Ensaio realizado sem a presenca do extrato enzimatico.

Fonte: Elaborada pela autora.

A PFA demonstrou-se uma enzima com possibilidades de aplicagdo em processos que

podem ocorrer de 20 até 70°C e em uma faixa de pH de 4 até 8 sem que ocorra a desnaturacdo

da enzima, conforme indica a Tabela 1. Valores superiores ou inferiores ndo foram testados,

sendo necessario estudos adicionais caso 0 processo de aplicacdo da enzima mantenha

condigdes reacionais fora da faixa estudada.
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O ensaio controle realizado sem a presencga da PFA comparado ao restante dos ensaios
que continham PFA indica que a enzima, apds reagir com seu substrato, confere ao meio
reacional um acréscimo no valor do potencial de reducdo, ou seja, 0 poder oxidativo do meio é
aumentado. A importancia de aumentar o poder oxidativo reflete na velocidade da reacao
bioguimica de transformacao do substrato em produto. Ou seja, quanto maior for o potencial de
reducdo, maior serd a velocidade com que a enzima se ligar4 na molécula alvo de interesse no
processo. Valores de pH baixos favorecem o aumento do potencial de reducdo, porém esse €
apenas um dos fatores envolvidos no aumento da velocidade catalitica, sendo importante atentar
também para a temperatura e a concentracdo de substrato (Goodin et al., 1991; Zhang et al.,
2002; DiCarlo, Vitello e Erman, 2007; Battistuzzi et al., 2010).

Todos os valores de Ereq medidos na peroxidase de farelo de arroz neste estudo foram
positivos, o que indica que a enzima, durante sua interacdo com o guaiacol, estd doando elétrons
ao meio e sendo oxidada (Skoog et al., 2013; Brown et al., 2017). Na literatura, o maior valor
de poder oxidativo positivo relatado até entdo € de +0,167 V vs EPH, obtido na manganase
peroxidase imobilizada (Battistuzzi et al., 2010). Como pode ser observado na Tabela 1, a PFA
apresenta valores mais altos (até +0,325 V vs EPH), o que abre perspectivas de aplicacdes dessa

enzima em diversos processos oxidativos.

A Figura 3 a seguir mostra o comportamento da atividade enziméatica com o passar do
tempo. A PFA foi mantida em ambiente controlado com temperatura de 25°C e submetida em
meio reacional padrdo com pH do tampao 5,5, sendo essa a segunda etapa da caracterizacdo do
extrato enzimatico. A escolha de determinar a estabilidade da enzima nessa condicdo tem
relagdo com a obtencdo do maior potencial de reducédo no ensaio condi¢do padréo, conforme
Tabela 1, tendo o valor de 324,60 mV vs EPH, e um dos maiores valores de atividade enzimética
(605 U/mL). Além disso, para reacdes de interesse ambiental e aplicagdes da enzima nessa area,

¢ interessante que 0s processos ocorram em temperatura ambiente e pH proximo a neutralidade.
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Figura 3. Estabilidade enzimatica da peroxidase de farelo de arroz em meio reacional na
condicdo padrédo (pH 5,5 e temperatura 25°C).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os ensaios de estabilidade foram desenvolvidos em duplicata e a primeira medida da
atividade enzimatica do extrato bruto foi realizada apds 20 minutos de reacdo, conforme
determina a metodologia de Devaiah e Shetty (2009), quando a PFA apresentava 1044,2 + 13,0
U/mL. Neste mesmo instante de tempo foram medidos Erq € pH do meio reacional, os quais
apresentavam valores de 391,4 + 3,6 mV vs EPH e 4,21 £ 0,10.

Na curva apresentada na Figura 3 é possivel observar o decaimento da atividade
enzimatica com o passar do tempo, sendo que em 24 horas o valor j& havia caido mais da metade
(475,0 £ 14,1 U/mL) e em 120 horas estava em 178,3 = 7,1 U/mL. Apesar do decaimento de
atividade, a PFA ndo desnaturou, ou seja, sua atividade ndo chegou ao valor zero, mesmo apds
ficar reagindo durante 5 dias em condi¢Oes controladas. Esses resultados reforcam a

caracteristica de alta resisténcia dessa enzima e sua ampla possibilidade de aplica¢des, tendo
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em vista que a PFA é capaz de se manter ligada ao substrato e reagindo por, no minimo, 120

horas.

Além dos resultados da estabilidade de atividade terem se demonstrado promissores,
observacdes interessantes foram feitas nos resultados do acompanhamento do potencial de
reducéo e do pH. Durante os 5 dias de monitoramento do comportamento da PFA, o potencial
de reducao se manteve numa faixa entre 391,4 + 3,6 € 404,7 + 0,2 mV vs EPH e 0 pH se manteve
numa faixa entre 3,98 + 0,00 e 4,21 £ 0,10. Estes resultados indicam a facilidade em manter o

extrato enzimatico bruto em condi¢6es sem variagdes bruscas durante processos reacionais.

Diversos estudos ja relataram essa tolerancia e estabilidade da peroxidase extraida de
plantas, sendo que o aumento de atividade dessa enzima é um indicador ambiental de que a
planta esta sob condicbes de stress (Pandey et al., 2017). Por meio desses mecanismos de
defesa, as peroxidases extraidas de coprodutos, como o farelo de arroz, apresentam resisténcia
para serem submetidas a diversas condi¢cbes sem desnaturar, 0 que pode ser observado nos

resultados deste estudo de caracterizacao.
4.2 VALORACAO POR MEIO DE CONCENTRACAO ENZIMATICA

4.2.1 Sistema Aquoso Bifasico (SAB)

Apos diversos testes preliminares de composicao para o sistema PEG/sal variando a
massa molar do PEG e o tipo do sal utilizado, sendo esses cloreto de sodio, fosfato de sédio e
fosfato de potassio, algumas escolhas para a continuacdo do estudo foram feitas. As escolhas
basearam-se na observacdo visual da formacéo de duas fases, conforme Figura 4, que somente
ocorreu com o PEG 1500, e da medida de atividade enzimatica especifica, que teve aumento
quando utilizada apenas homogeneiza¢do em vortex sem a etapa de centrifugacédo, fazendo com

que o processo fosse mais rapido.
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Figura 4. Separacéo das fases de topo e de fundo na técnica SAB com o sistema polimero/sal

(A) e com o sistema polimero/sal na presenca de peroxidase de farelo de arroz (B).

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode-se observar na Figura 4B, ap0s a insercao da peroxidase de farelo de arroz
no sistema a fase de topo tem um rendimento em volume maior que a fase de fundo. Além
disso, a coloracéo da fase de topo indica que a enzima foi concentrada e os resultados de fator
de purificacdo confirmam isso. De acordo com Asenjo e Andrews (2011), este € um
comportamento previsivel no SAB, tendo em vista que a fase de topo é menos polar e a
afinidade entre enzima e polimero faz com que estes se agreguem, restando na fase de fundo

apenas as impurezas contidas no extrato enzimatico e o sal.

As respostas dos testes preliminares foram relevantes para que um DCC fosse
planejado aplicando apenas o PEG 1500 e os trés tipos de sal no procedimento de concentracdo
enzimética, analisando por meio disso a interferéncia das variaveis concentracdo de PEG,
concentracdo de sal e pH da solugéo salina nas respostas de FP, conforme Tabela 2. Assim como
nos testes preliminares, nos ensaios do DCC a PFA também se concentrou na fase de topo e,
por esse motivo, os resultados da fase de fundo foram desconsiderados na Tabela 2.



30

Tabela 2. Matriz do Delineamento Composto Central (DCC) com os valores codificados e

reais e as respectivas respostas em termos de fator de purificacéo (FP) na fase de topo.

Variaveis Respostas de FP
Elsl PEG Sal (% S%Eg;) Cloret_o de Fosfat_o de Fosfato_de
(% p/p) p/p) salina sodio sodio potassio

iﬁfgﬁ? i i i 1,0 1,0 1,0

1 -1(15) | -1(14) -1 (4) 2,2 0,6 2,3

2 +1 (25) -1 (14) -1 (4) 2,4 2,0 0,5

3 -1 (15) +1 (22) -1 (4) 0,0 0,3 0,5

4 +1 (25) +1 (22) -1 (4) 0,0 0,7 0,5

5 -1(15) | -1(14) +1 (8) 2,7 1,5 0,4

6 +1 (25) -1 (14) +1 (8) 0,7 1,4 0,5

7 -1 (15) +1 (22) +1 (8) 0,6 1,5 0,4

8 +1 (25) +1 (22) +1 (8) 0,4 1,6 0,4

9 0 (20) 0 (18) 0 (6) 2,9 1,2 0,6

10 0 (20) 0 (18) 0 (6) 2,1 1,3 0,6

1 0 (20) 0 (18) 0 (6) 2,0 11 0,6

*AE = 3368 U/mg.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por meio do valor de referéncia do fator de purificacdo (Tabela 2, linha 3), determinado

como 1,0, é possivel verificar se a atividade enzimatica especifica (AE) da peroxidase

aumentou, em valores maiores que a referéncia, ou diminuiu, em valores menores que a

referéncia, apds aplicacdo da técnica de concentracdo. Para todos os sais aplicados, foi possivel

obter um aumento de até 2 vezes na atividade da PFA, demonstrando sua afinidade com a

técnica e sua versatilidade na escolha dos reagentes.

Entretanto, na Tabela 2 € possivel observar que para cada sal é necessario ajustar 0s

parametros do processo para obter a melhor resposta de FP. Para o cloreto de sodio a melhor

resposta foi obtida no ensaio do ponto central (FP de 2,9), para o fosfato de sodio a melhor

condic&o é o ensaio 2 obtendo-se FP igual a 2,0 e para o fosfato de potéssio apenas no ensaio 1

foi possivel obter concentragdo enzimatica com um FP de 2,3.
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De acordo com Asenjo e Andrews (2012), entre as configuragdes possiveis em
sistemas aquosos bifésicos para aumentar a concentracdo enzimatica, uma delas diz respeito
aos tipos de ions presentes no sistema e a forga idnica do sal. Quanto maior for a forca idnica
do sistema, maior sera o efeito de salting-out, entendido como o fendmeno de expulsdo da
proteina da fase com alta concentracdo de sal (Skoog et al., 2013), que no caso do SAB esta na
fase de fundo. Em consequéncia disso, ocorre a concentracao da enzima na fase de topo, efeito

observado neste estudo.

Dentre os sais utilizados para concentrar a PFA, é possivel observar na Tabela 2 a
predominancia de fatores de purificacdo maiores quando utilizado o cloreto de sédio, o que
pode ser explicado por meio de sua maior liberacdo de ions no sistema, promovendo o salting-

out da enzima para a fase de topo.

Os valores de purificacdo enzimatica obtidos neste estudo com o sistema aquoso
bifasico sdo considerados satisfatorios visando aplicagdo industrial. E importante destacar
também que a reprodutibilidade de resultados é um dos maiores desafios encontrados na técnica

de separacao bifasica com polimero e sais.

Os resultados da Tabela 2 receberam tratamento estatistico e, com isso, somente no
SAB com fosfato de sédio houve validagcdo do modelo com 95% de confianca. Na Tabela 3 é
possivel observar as curvas de contorno mostrando o comportamento do FP quando ocorrem

variacOes de processo e a equacdo que descreve o modelo estatistico.

Como pode ser observado nas curvas de contorno da Tabela 3, maiores concentracdes
de PEG e menores concentracBes de sal compondo o sistema aquoso bifasico resultam em
maiores purificagdes da PFA. Esse comportamento vai de encontro ao comportamento de
proteinas em sistemas bifésicos, descrito no trabalho de Asenjo e Andrews (2012), no qual é
relatada a afinidade dessas biomoléculas com a fase menos polar e mais hidrofébica, neste caso
0 PEG, e os materiais particulados com a fase mais polar, ou seja, a fase de fundo na qual fica
concentrado o sal. Com isso, a presenca de maiores concentracdes de polimero no sistema fara

com que a enzima se concentre mais e o FP aumente.

Em relacdo ao pH, a enzima demonstrou afinidade com uma faixa ampla, variando de
4 até 8, permanecendo com valores de FP acima de 1,0, desde que as condigdes citadas

anteriormente em relacéo a concentracdo de reagentes sejam mantidas.
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Tabela 3. Curvas de contorno com a influéncia das varidveis do processo do SAB com fosfato

de sddio no resultado de FP.

Variéveis do processo Respostas

8
75
0.6
6.5 0.8
pH vs concentracdo de
PEG 55
1.2
4.5 14
4
5 16 17 8 19 20 21 22 23 24 25

1 1

~

pH ()

[&)]

PEG (X1, % (p/p))

8
75 0.6
7
0.8
6.5
pH VS concentra(;éo de 6
sal 55
1.2
5
45 1.4
4
14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sal (X2, % (p/p))

22
21 1
20 1.1
19 12
Concentracdo de sal vs ; 18 13
concentragéo de PEG 17 14
16 1.5
15 1.6
14 1.7
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

PEG (X1, % (p/p))
~ Y1=1,20+0,22 X1 —-0,17 X2+ 0,30 X3- 0,10 X1 X2 -
Equacdo do modelo 0,22 X1 Xz + 0.23 Xo X

R? 0,92
Y1 — Fator de purificacdo; X; — Concentracdo de PEG; X, — Concentracéo de sal; X5 — pH do sal.

pH (Xs)

Sal (X2, % (p/p))

Fonte: Elaborada pela autora.
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Essas caracteristicas de processo fazem com que as industrias que forem aplicar a
enzima apos concentragdo por SAB tenham liberdade de escolher o pH mais adequado para o
processo desejado de aplicacdo, mas fiquem restritas em relacdo a quantidade de reagentes,
precisando estabelecer valores na faixa entre 14 a 17% (p/p) de sal e 21 a 25% (p/p) de
polietilenoglicol para obtencéo de aumento na atividade enzimatica da peroxidase de farelo de

arroz.

4.2.2 Precipitacdo enzimatica

Por meio de um screening desenvolvido com varios solventes na presenca e auséncia
de cloreto de s6dio, com o objetivo de avaliar qual condi¢cdo tem maior afinidade com a
peroxidase de farelo de arroz, foi possivel observar uma atividade enzimética especifica de
10385,5 U/mg quando a PFA foi precipitada com acetona na presenca de sal, conforme mostra
a Tabela 4. E possivel afirmar com 95% de confianca que este valor foi significativamente

diferente das demais condic6es, segundo Teste de Tukey.
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Tabela 4. Screening de solventes e condicdo de sal para precipitacédo de PFA e resultado do

Teste de Tukey.
Condicao de Meédia de atividade enzimatica especifica +
Solvente : ~
sal desvio padrao (U/mg) *
Auséncia 4002,0%9% + 33,9
Acetona
Presenca 10385,5 + 1034,5
Auséncia 4550,0%" + 169,7
Etanol :
Presenca 6079,5"" + 975,1
N- Auséncia 4360,5°" + 531,0
propilico Presenca 7259,0' + 536,0
50- Auséncia 2591,0¢d4efeN + 91 9
propilico Presenca 647,0%¢1 + 0,0
Auséncia 2268,004Mk + 41,0
Iso-butilico _
Presenca 474,0* + 60,8
ANCi defk
T Auséncia 3083,5%¢" + 71,4
butilico Presenca 3176,5"¢9% + 8888

*Letras diferentes discriminam tratamentos significativamente diferentes entre si com 95% de confianga
no Teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pela autora.

As respostas do screening e o tratamento estatistico dos dados demonstram resultados
relevantes para continuar o estudo utilizando apenas acetona na presenca de sal, condicdo na
qual a resposta atividade enzimaética especifica foi superior ao restante das condi¢cGes com
diferenca significativa no Teste de Tukey. A partir desses resultados no procedimento de
concentragdo enzimatica, o estudo seguiu analisando a inferéncia das variaveis concentragdo de
sal, concentracdo de solvente e vazdo de bombeamento nas respostas de fator de purificacdo

(FP), por meio do DCC apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Matriz do Delineamento Composto Central (DCC) com os valores codificados e
reais e as respectivas respostas em termos de fator de purificacdo (FP) nas fases sobrenadante

e precipitado.

Variaveis Respostas de FP
Sl Vazéo Cdoncentragéo Concentragéo -
(mL/min) e s((z)l/:)/)ente de sal (mol/L) Sobrenadante | Precipitado
s I -
1 -1 (4,6) -1 (48,1) -1 (0,36) 1,9 0,9
2 +1 (12,4) -1 (48,1) -1 (0,36) 0,4 1,4
3 -1 (4,6) +1 (71,9) -1 (0,36) 0,1 1,0
4 +1(12,4) +1 (71,9) -1 (0,36) 0,1 1,1
5 -1 (4,6) -1 (48,1) +1 (0,84) 0,9 0,2
6 +1 (12,4) -1 (48,1) +1 (0,84) 0,4 0,4
7 -1 (4,6) +1 (71,9) +1 (0,84) 0,2 1,0
8 +1(12,4) +1 (71,9) +1 (0,84) 0,1 1,1
9 0 (8,5) 0 (60,0) 0 (0,60) 0,4 1,6
10 0 (8,5) 0 (60,0) 0 (0,60) 0,3 11
11 0 (8,5) 0 (60,0) 0 (0,60) 0,3 1,9

*AE = 2878 U/mg.

Fonte: Elaborada pela autora.

Quando se desenvolve o processo de precipitacdo, é possivel obter as fases
sobrenadante (S) e precipitado (P). O rendimento em volume de S é maior que o rendimento de
P. A Tabela 5 mostra que em diferentes condi¢cdes de processo é possivel concentrar a enzima
em ambas fases do sistema. Exemplo deste comportamento € o ensaio 1, no qual um FP de 1,9
foi obtido na fase S e 0 ensaio 11 do ponto central, no qual um FP de 1,9 foi obtido na fase P.
O rendimento do processo é um importante requisito para a posterior aplicacdo da enzima pois
interfere em seu custo. Sendo assim, a versatilidade de concentrar a PFA tanto no sobrenadante

quanto no precipitado confere a técnica de precipitacdo vantagens operacionais.

Porém, assim como no SAB, no método de precipitacdo a reprodutibilidade é um

requisito de processo dificil de ser alcangado. No entanto, ambos métodos de concentragdo



36

enzimética apresentam um Gtimo custo beneficio, tendo em vista que pesquisas recentes
utilizando métodos caros para purificar a PFA, como a cromatografia, ndo atingiram FPs
superiores a 14,1 (Gautério et al., 2015; Feltrin et al., 2017; Gautério et al., 2017). Também ¢é
importante destacar que aplicacdes em areas ambientais, como em processos oxidativos

avancados, ndo requerem alto grau de pureza, mas sim uma alta afinidade com o substrato alvo.

O tratamento dos resultados da matriz do DCC foi realizado para obter curvas de
contorno do comportamento do FP quando ocorrem variacGes de processo na precipitacdo
enzimatica. A analise estatistica indica que somente na fase sobrenadante foi possivel validar o
modelo com 95% de confianca. A Tabela 6 mostra a equag@o do modelo e as curvas de contorno,
sendo possivel observar que menores concentraces de acetona e de cloreto de sodio resultam
em melhores FPs. Além disso, a vazdo minima da bomba (em torno de 4 mL/min) aumenta a

concentracdo enzimatica.
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Tabela 6. Curvas de contorno com a influéncia das varidveis do processo de precipitagdo no
resultado de FP do sobrenadante.

Variaveis do processo Respostas
725
70
IS 0.2
>2" 67.5
% 65 04
o
Z 625 06
(2]
Concentragéo de - 08
solvente vs vazao g o7
£ 55 1
8
g 52,5 12
© 50
1.4
47.5
4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13
Vazao (X1, mL/min)
0.85
0.8 0.2
%’ 0.75 0.3
£
L o7 0.4
g oes 05
(]
Concentracao de sal vs E 06 06
vazao g o 07
S 05
3] 0.8
S 045
© 0.9
0.4
0.35 !
4 5 6 7 8 9 10 1 12 13
Vazao (X1, mL/min)
0.85
o8
p}
=§ 075 02
L 07
T 065 o4
Concentragdo de sal vs 3 os 06
concentragdo de S 055
solvente £ o5 08
§ 0.45
O
0.4 1
0.35
Q2D P @ AP S g @ 4 R g0
Concentragao de solvente (Xz, %)
Equacio do modelo Y1=0,46 -0,26 X1 — 0,39 X2 — 0,11 X3+ 0,24 X1 X2 +
quag 0,11 X1 X5 + 0,14 X X3
R? 0,92

Y. — Fator de purificagdo; X; — Vazdo; X, — Concentragdo de solvente; Xs — Concentragdo de sal.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Em processos desenvolvidos em larga escala, o comportamento das curvas de contorno
mostrados na Tabela 6 indicam que esse método de purificagdo por meio de precipitacdo pode
ser considerado economicamente viavel, tendo em vista que a precipitacdo enzimatica é um
processo simples e requer baixas concentracfes de reagentes de baixo custo. Entretanto, para
obter os melhores resultados de FP o bombeamento deve ser mantido entre 4 a 6 mL/min,
podendo se tornar um processo lento. Dessa forma, 0s custos do processo podem aumentar por
meio de um maior gasto energético para manter a bomba operando durante um maior periodo

de tempo.
4.3 APLICACAO EM PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS

Neste trabalho foram avaliadas configuracdes de processos oxidativos com perdxido
de hidrogénio na presenca de peroxidase, sendo esta enzima um agente oxidante capaz de
degradar diversas moléculas. O objetivo dos processos desenvolvidos foi atingir os corantes
presentes em &guas residuais da industria téxtil, que conferem cor e geram problemas para a
salde humana e para 0 meio ambiente (Eswaramoorthi et al., 2008; Ntuli et al., 2009; Ghaly et
al., 2014; Medina et al., 2017; Yusuf, 2018).

Em testes preliminares, a aplicacdo do extrato bruto de PFA foi realizada de acordo
com a configuracdo determinada nos estudos de Marques et al. (2017). Porém, visando reduzir
0 numero de operacBes unitarias do processo, ou seja, as etapas basicas atreladas ao POA de
remocao de cor, uma mudanca foi realizada na metodologia de aplicagcdo. Nesses testes iniciais
testou-se a aplicacdo sem agitacdo do sistema, e isso fez com que o tempo de reacdo tivesse que

aumentar, porém resultados satisfatorios foram obtidos.

Além disso, dentre os diferentes corantes testados, apenas o de coloracdo vermelha,
que se enquadra na categoria de corantes azo, apresentou resultados de remocao de cor, mesmo
apos a enzima passar pelos processos de concentracdo SAB e Precipitacdo Enzimética. No
estudo de Marques et al. (2017), também foram realizados testes com diversos corantes e a PFA

apresentou afinidade apenas com a coloracdo vermelha.

Diversos estudos também relatam o mesmo comportamento na aplicagdo de
peroxidases da classe das plantas como sendo efetivas apenas na descoloragdo de corantes azo.
O mecanismo de atuagéo dessas peroxidases em estruturas azo pode ser similar ao mecanismo
de polimerizacdo por meio de radicais livres na degradacdo de fendis, tendo em vista que 0s

corantes azo apresentam uma estrutura complexa contendo ao menos um grupo aromatico. Esse
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grupo torna-se um possivel substrato com o qual a peroxidase tem afinidade (Klibanov, Tu e
Scott, 1983; Chivukula, Spadaro e Renganathan, 1995; Tatsumi, Wada e Ichikawa, 1996;
Bhunia, Durani e Wangikar, 2001; Pandey et al., 2017).

Os corantes azo, por sua vez, estdo entre os mais utilizados na indudstria téxtil e ddo
aos tecidos uma coloragéo intensa e brilhante quando comparados a outras classes de corantes

(Ghaly et al., 2014). Sendo assim, o estudo seguiu utilizando apenas esse corante.

Figura 5. Curva de remocéo de cor de efluente sintético vermelho com aplicacdo de POA sem

agitacdo na presenca do extrato enzimatico bruto de PFA.
60
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 5 é possivel observar o comportamento da degradacéo de cor do efluente
téxtil sintético, preparado em laboratério em uma concentracdo de corante de 100 mg/L, em
POA com extrato bruto de peroxidase de farelo de arroz. No sistema sem agitacdo, a redugao
de cor iniciou apos 18 horas de reacdo. Com o passar do tempo, a cor do efluente continuou

reduzindo até chegar em 50,99+0,47% de remogdo em 144 horas.



40

Os resultados obtidos com a aplicagdo do extrato enzimatico bruto sustentaram a
continuacdo de testes em sistema com e sem agitacdo para a PFA apds aplicacdo das técnicas
de concentracdo enzimatica. Para a enzima concentrada por meio de SAB, 0s ensaios
preliminares de remocéo de cor foram realizados testando os 3 sais (cloreto de sodio, fosfato de
sodio e fosfato de potéssio) com e sem agitagdo. Apenas o0 SAB com fosfato de potassio em
POA sem agitacdo teve resultados satisfatorios na degradacéo de cor, conforme mostra a Tabela
7 abaixo. Para verificar a influéncia do fator de purificacdo na reducao de cor, os ensaios 1 e 10

(ponto central) do DCC (Tabela 2) foram aplicados no efluente.

Tabela 7. Resultados da aplicacéo de PFA, concentrada por meio de SAB com fosfato de
potéssio, na remog&o de cor de efluente téxtil vermelho em sistema sem agitacdo com

temperatura constante (25°C).

Tempo (h) Ensaio FP Degradacéo de cor (%0)
Controle* - 0
24 1 2,3 42,50
Ponto central 0,6 0
Controle* - 0
48 1 2,3 46,21
Ponto central 0,6 0

*Ensaio sem enzima, contendo apenas perdxido de hidrogénio e efluente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Nos resultados da Tabela 7 é possivel observar que de 24 para 48 horas de reacéo, a
degradacéo de cor ndo apresenta mudanca significativa. Além disso, apenas com a aplicacao do
ensaio 1, no qual o maior FP foi obtido, houve a degradacédo do corante, indicando a relevancia

do aumento da atividade enzimatica para o POA.

Um acompanhamento da remoc¢éo de cor com o passar do tempo foi realizado para o
ensaio 1 e indicou que o processo de degradacgéo inicia em 12 horas de reacéo e estabiliza em
48 horas. Sendo assim, para atingir resultados satisfatorios de remocao de cor de efluente téxtil,
nas condic¢des determinadas na Tabela 7, 0 mantimento da reacdo em temperatura constante de
25°C em repouso e suficiente durante 24 horas para obter até 42,50% de degradacéo de corante

vermelho do efluente.
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J& as condicOes de desenvolvimento de POA para remog¢do de cor com a enzima
concentrada por meio de Precipitacdo foram diferentes. Em ensaios preliminares, apenas o
sistema com agitacdo teve resultados satisfatorios na degradacéo de corante vermelho, como
pode ser observado na Tabela 8. A verificacdo da influéncia do fator de purificacdo na remocéo
de cor foi realizada comparando as fases sobrenadante e precipitado de um mesmo ensaio do
DCC (ensaio 11 do ponto central), escolha sustentada a partir da observacdo dos fatores de

purificacdo e dos parametros de processo na Tabela 5.

Tabela 8. Resultados da aplicacdo de PFA precipitada em POA para remocao de cor de

efluente téxtil vermelho em sistema com agitagdo com temperatura constante (25°C).

Tempo (h) Ensaio FP Degradacao de cor (%)
Controle* - 0
5 Fase sobrenadante 0,3 10,59
Fase precipitado 1,9 0
Controle* - 0
24 Fase sobrenadante 0,3 100
Fase precipitado 1,9 61,06

*Ensaio sem enzima, contendo apenas perdxido de hidrogénio e efluente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode ser observado nos resultados da aplicacdo na Tabela 8, a remocéo de cor
ndo foi satisfatéria em 5 horas de reacdo no sistema shaker, tempo dos melhores resultados no
estudo de Marques et al. (2017) em condi¢cdes semelhantes. Apenas a fase sobrenadante
apresentou remocao de cor de 10,59% em relacdo ao controle. Por isso, o tempo de reacdo foi
aumentado para 24 horas, com 6timos resultados de até 100% de remocdo de cor na fase
sobrenadante e 61,06% na fase precipitada.

Como pode-se observar na Tabela 8, ndo é possivel determinar uma relacdo entre
degradacdo de cor e valor de FP, mas sim uma maior afinidade do corante com a fase
sobrenadante, a qual é composta principalmente por enzima e solvente organico. E possivel
assumir, por meio dos resultados, que durante a Precipitacdo Enzimatica ocorre uma
transformacéo bioquimica nas propriedades da enzima em contato com o agente precipitante,
fazendo com que a peroxidase aumente sua afinidade com a substancia alvo e com isso degrade

0S corantes azo presentes no efluente.
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Em todas as diferentes configuracdes de POAs desenvolvidas neste trabalho, para
degradacéo de corante azo de efluente sintético vermelho, foi possivel visualizar a formag&o de
particulas sélidas de corante. Ao manter 0s ensaios em repouso, essas particulas decantaram e
acumularam no fundo do Erlenmeyer. Os ensaios com maiores valores de degradacao de cor

tiveram esse fendmeno mais perceptivel, como pode ser observado na Figura 6 a seguir.

Figura 6. Comparacdo visual entre o ensaio controle (A) e os ensaios aplicando extrato
enzimatico bruto (B), extrato concentrado por meio do SAB (C) e extrato concentrado por
meio de Precipitacdo Enzimatica (D) fase precipitado (D1) e fase sobrenadante (D2).

Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento de formacdo de particulas capazes de sedimentar e serem removidas
por filtracdo nos POAs com peroxidase de farelo de arroz desenvolvidos nesse trabalho vao de
encontro com estudos aplicando peroxidase de soja na remocao de matéria organica dissolvida
(Steevensz et al., 2009; Al-Ansari et al., 2010; Li et al., 2016), tornando facil e viavel a
separacdo entre efluente tratado e particulas de corante. Em relacdo a outros estudos recentes
desenvolvidos com peroxidases extraidas de farelo de arroz, a sua aplicagdo em POA para
remoc&o de cor apresentou resultados de até 48,51% para efluente sintético vermelho (Golunski
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et al., 2017; Marques et al., 2017), reforcando a viabilidade de industrias que trabalham com
corantes téxteis adotar as configuracOes de processos com uso de enzimas ndo comerciais

apontadas nesse trabalho para tratar suas aguas residuais.

Embora sejam conhecidos os problemas para a saide humana e ambiental causados
pelo descarte de efluentes téxteis em recursos hidricos com cor intensa, alguns dos paises com
destaque mundial na inddstria téxtil ndo tem em sua legislagdo exigéncias restringindo uma
quantidade de cor permitida. O Brasil faz parte dessa lista, tendo restricdes em diversos
parametros, como pH, temperatura e DBO, mas ndo citam em sua legislacdo a cor (CONAMA,
2011; Ghaly et al., 2014; ZDHC, 2016; Yusuf, 2018).

4.3.1 Viabilidade das configuracGes de processo

Diferentes configuracdes apresentadas neste trabalho indicam possibilidades de
degradacdo de corantes presentes em aguas residuais com resultados satisfatérios aplicando
peroxidase de farelo de arroz. Na Figura 7 € possivel observar um resumo das principais
configuraces, as quais se destacaram entre as outras pelo seu percentual de remocao de cor de

efluente téxtil sintético vermelho e pelo tempo necessario para desenvolver as etapas do POA.

Figura 7. Comparacdo entre configuracfes de concentracdo enzimatica e de aplicacdo de PFA
em processos oxidativos avancados para remocao de cor de efluente sintético vermelho.

Processos com peroxidase para remoc¢ao

Configuracdo de cor de efluente téxtil sintético Resultados
Extrato enzimatico bruto Aplicacio em sistema sem agitacio
- 1 operacéo unitaria; 72 horas 1 operacio unitdria
Configuragio 1 — ‘-—’ > — 72.0 horas

45.9% de remogdo de cor

..7.7.

Concentraciio enzimatica
através de SAB
6 operacdes unitarias; 1.2 horas 1 operacéo unitaria; 24 horas 7 operagdes umnitdrias
—— 25.2 horas
42.5% de remocdo de cor

Aplicacio em sistema sem agitaciio

Configuracdo 2 —*

Concentraciio enzimitica
atraves de Precipitacio
6 operagBes unitarias; 2.1 horas 1 operacdo unitaria; 48 horas 7 operacdes unitarias

Configuragao 3 — @:l §E —— 50,1 horas

25.9% de remocao de cor
Concentraciioenzimatica

através de Precipitacio o
6 operagdes unitarias; 2,1 horas 1 operac@o unitaria: 24 horas 7 operagdes unitarias
[ ]

Configuracio 4 —* = > y — 26,1 horas
m é 100,0% de remocédo de cor

Fonte: Elaborada pela autora.

Aplicacio em sistema sem agitacao

Aplicaciao em sistema com agitacio
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As configuragdes de processo na Figura 7 foram numeradas de 1 a 4 e sdo apresentadas
no sentido horizontal (em linhas). Ao final de cada linha, é possivel verificar os resultados
obtidos por meio do POA aplicando peroxidase de farelo de arroz, relatando o nimero total de
operacdes unitarias envolvidas, o tempo gasto total para realizar todo processo e o percentual
de remocdo de cor obtido. Na coluna central é possivel observar quais os procedimentos
realizados em cada uma das configuragdes. Cabe ressaltar que o tempo e 0 nimero de operagdes
necessarios para extracdo da enzima do farelo de arroz ndo foram contabilizados na Figura 7,
tendo em vista que, para realizacdo deste estudo, o extrato enzimatico bruto foi fornecido pela
Escola de Quimica e Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) campus

Carreiros.

Na Configuracdo 1 (Figura 7, linha 2) constam os resultados da aplicacdo do extrato
bruto de PFA em efluente sintético em sistema sem agitacdo, com a qual € possivel obter 45,9%
de remoc&o de cor em 72 horas de POA com apenas 1 operagéo unitaria. E possivel obter uma
remocao de cor semelhante (42,5%) por meio da Configuracdo 2 (Figura 7, linha 3), na qual a
aplicacdo da enzima concentrada por meio de SAB em sistema sem agitacdo envolveu, no total,
7 operac0es unitarias e 25,2 horas desenvolvendo os procedimentos. O maior tempo gasto nesta
configuracdo estd na aplicacdo em efluente, pois o0 processo de concentracdo enzimatica é
rapido. Entretanto, o SAB envolve a maior parte das operagdes unitarias desta configuracéo, o
que faz com que a Configuracéo 2 tenha um custo mais elevado para ser desenvolvida do que

a Configuracéo 1.

A Configuracdo 3 (Figura 7, linha 4) apresenta diversas desvantagens em relacdo as
demais configuracbes apresentadas. Apesar de conter 0 mesmo numero total de operacdes
unitérias que a Configuracdo 2, o tempo gasto € de 50,1 horas, um dos processos mais lentos, e
a remocdo de cor € baixa (25,9%). Tanto a Configuracdo 3 quanto a Configuracédo 4 (Figura 7,
linha 5) envolvem a concentracdo da enzima por meio de Precipitacdo, procedimento que
envolve 6 operacdes unitarias e leva 2,1 horas para ser desenvolvido. A principal diferenca
dessas configuracdes encontra-se na aplicacdo em efluente, sendo que em sistema com agitacédo
(Configuracéo 4) é possivel obter 100% de remoc¢éo de cor em um tempo total de processo de
26,1 horas.

Em um POA desenvolvido em larga escala, visando aplicacfes praticas na industria
téxtil, a comparacdo entre configuragdes se torna importante pois pode refletir diretamente nos

custos do processo. Esses custos envolvem o tempo gasto de operacgdo do sistema, a mao de
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obra necessaria, 0s reagentes e 0s equipamentos utilizados, entre outros fatores. Quanto menor
for o numero de operagGes envolvidas e 0 tempo gasto no processo, maior € a tendéncia de que

seu custo seja reduzido.

Nos cenarios projetados na Figura 7, é possivel indicar que as configuracfes 1 e 4 para
0 processo de remocéo de cor de efluente téxtil sdo as de menor custo, tendo em vista apenas
os fatores analisados, e com percentual de degradacéo de corante satisfatorios. E importante
ressaltar que a Configuracdo 4 possui um custo beneficio interessante tendo em vista sua
eficiéncia de remocéo de 100% de cor e seu curto tempo de processo, apenas 26,1 horas. Além
disso, destaca-se que os estudos apresentados foram desenvolvidos em pequena escala, com

volumes de até 100 mL de efluente.
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os processos oxidativos avangcados desenvolvidos neste estudo mostram uma grande
perspectiva para 0 mercado téxtil, sendo possivel obter até 100% de remocao de cor do efluente
com configurac@es de processo de baixo custo, facil escalabilidade e eficiente para o tratamento
de &guas residuais téxteis. A peroxidase também contribuiu na formacao de particulas solidas
de corante, com possibilidade de decantar e serem removidas por processo de filtragéo.

O poder oxidativo da peroxidase extraida de farelo de arroz de ate +0,325 V vs EPH
aponta que o investimento em sua valoracao e sua inser¢do em reagdes de interesse ambiental
tem grande potencial, tendo em vista sua estabilidade térmica, sua ampla faixa de atuagdo em
diferentes valores de pH e sua afinidade com diversos substratos. Processos de valoragdo como
concentracdo enzimatica por meio de Sistema Aquoso Bifasico e Precipitacdo Enzimatica, com
0 objetivo de aumentar a atividade enzimatica e a velocidade catalitica das reacdes, sdo de
interesse em aplicagdes industriais pelo seu baixo custo e facil operagdo. Ambas técnicas de
concentragdo foram aplicadas na peroxidase de farelo de arroz e tiveram resultados

satisfatorios, aumentando a atividade enzimatica especifica em até 2,9 vezes.

Para cenarios futuros de valoracdo e de aplicacdo de peroxidase de farelo de arroz em
reagOes de interesse ambiental, outros estudos devem ser desenvolvidos visando aprimorar 0s
processos oxidativos avancados envolvendo enzimas e inseri-los na inddstria ampliando sua

escala de operacédo. Tendo isso em vista, recomenda-se como trabalhos futuros:

- Caracterizar a peroxidase de farelo de arroz ap0s passar por processos de concentracdo
enzimatica, avaliando sua tolerancia térmica, sua faixa 6tima de pH e sua estabilidade em

relagdo a atividade enzimatica;

- Ampliar a escala dos processos de concentracdo enzimatica, investigando assim a

escalabilidade do Sistema Aquoso Bifasico e da Precipitacdo Enzimatica;

- Otimizar o processo de aplicacdo da enzima em efluente téxtil, investigando
parametros de processo como temperatura, pH e concentragdo de perdxido de hidrogénio, de

enzima e de efluente no meio reacional;

- Testar sistemas reacionais como ultrassom e microondas em busca de acelerar o
processo de degradagdo do corante presente no efluente e reduzir o tempo gasto no processo

oxidativo avancado;
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- Avaliar as interagdes bioquimicas entre peroxidase e corantes azo, buscando entender

0s mecanismos de formacao de compostos secundarios potencialmente toxicos;

- Avaliar a toxicidade do efluente apds receber tratamento com peroxidase de farelo de
arroz em diferentes configuracdes de processo e sugerir dilui¢cbes para descarga do efluente

tratado de forma segura em recursos hidricos.

Por fim, as técnicas de valoracdo de peroxidases ndo comerciais e sua inser¢do em
processos oxidativos avancados demostram-se promissoras e com potencial para serem
exploradas em processos industriais, tendo em vista que a peroxidase de farelo de arroz
demonstrou afinidade com corantes. Os estudos indicados acima sdo de grande importancia
para que possam ser oferecidos as industrias processos utilizando enzimas ndo comerciais

atrelando baixo custo com seguranca para a saide humana e para 0 meio ambiente.
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