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Resumo

A especificidade das enzimas na degradagdo de substratos ¢ caracteristica
importante no uso industrial desses biocatalisadores. Suas inlimeras vantagens de
aplicagdo em relagdo aos catalisadores quimicos sdo determinantes na escolha das
enzimas. A possibilidade de imobilizagdo e produgdo em larga escala através da
engenharia genética chama a atencdo de estudiosos para sua aplicagdo em industria,
principalmente no tratamento de efluentes, na degradagdo de substancias ndo eliminadas
por outras formas de tratamento, como os corantes. Esses compostos representam
grande problema no descarte de efluentes industriais e promover sua degradacdo de
maneira eficiente ¢ uma necessidade cada vez maior. Os tratamentos existentes nem
sempre sao eficientes e utilizam muita energia e produtos quimicos. Nesse cenario, o
tratamento enzimatico com peroxidases mostra-se uma interessante opg¢ao. As
peroxidases, por degradar compostos toxicos fendlicos e de estrutura complexa,
possuem grande potencial na resolugdo desse problema. Varios estudos vém
comprovando as vantagens de se utilizar essas enzimas na degradacdo de corantes,
inclusive a utilizacdo de fungos da podriddo branca para sua produ¢do tem merecido

destaque nesse contexto.

Palavras-chave: enzimas; peroxidases; efluentes industriais; corantes.



Sumario

T INEEOAUGAO .uvviieiiie ettt et e et e e e aae e saeeasaeeannee s 5
2. ODBJELIVO vvieiiiiiiieiie ettt ettt ettt eeve ettt e et e e e esaeeeteeste e sb e e b aeehaeeebeeenbaeenaeenneas 7
3. RevisA0 DIDIOGIATICA ...cccviieeieiieeiieeiie ettt ettt e 8
3.1 ENZIMAS oottt ettt ettt et ee e aes 8
3.1.1 Engenharia enzZimatiCa .........cc.cccerervrerrieeieeirreieeeeeeieeieeseeeneeeeeeree e 9

3.1.2  Aplicagles de ENZIMAS ......c..cccveeeierrieeieeieeeieeireeeeeraeeereeeeeneeeneeas 10

3.2 PEIrOXIAASES ...viueieuieeiietiee ittt ettt ettt et ettt et se e 11
3.3 Problematica dos corantes em efluentes liquidos ..........c.cecveeveiiiecveennennee. 13
3.3.1  Tratamentos EXISTENES ......cceerveeerieeieeiieenieeriee et eee ettt 14

3.4 Tratamento eNZIMALICO .......eerrueiriierieeieeieeetee ettt et e e 16
3.5 Estudos sobre a agdo de peroxidases em COrantes ............cceeeeeverueeeeeenneenns 16

3.5.1 Degradacao de corantes de efluentes téxteis por peroxidase de nabo

.......................................................................................................... 17
3.5.2 Degradacao de corantes e efluentes téxteis pela enzima Horseradish
[0S 00D 4 1a ] T 19

3.6 Degradagdo de corantes em efluentes industriais por fungo da podridao

branca € SUAS ENZIMAS .......cccueeeeeevieeeeiiiiieeeeieieeeeetaeeeeeeraeeeeeeraeeeeeerteeeeeeanneans 21
3.6.1 Descoloragdo microbiana de corantes azo e corante em efluente
industrial por Fomes lividus

4. Conclusdo e sugestdes

5. Referéncias biblIOGrafiCas .......cceeviiiiiiiiieiiicce e 24



1. Introdugao

Uma das atribuigdes do Engenheiro de Bioprocessos ¢ promover o
desenvolvimento industrial de maneira sustentdvel, aplicando produtos naturais
gerando, dessa forma, efluentes com reduzido impacto ambiental. Outra preocupacao do
profissional é a remediagdo de efluentes que ndo estdo adequados ao descarte, utilizando
recursos que nao agridam o meio ambiente.

Com o avango tecnoldgico e o consequente aumento das industrias, o volume de
efluentes langados todos os dias nos corpos d’agua € questdo preocupante para todos
[1]. Porém, o desenvolvimento ndo para. Dessa forma, torna-se necessario o equilibrio
entre a evolugao industrial e a sustentabilidade [2].

As caracteristicas dos efluentes liquidos dependem do tipo de atividade
executada pela indastria e dos insumos utilizados por ela [2]. Muitas vezes, a
preocupagdo da mesma estd relacionada ao tratamento que deve aplicar ao efluente
depois de gerado, sem tentar, ao menos, diminuir a emissao de poluentes.

Na maioria dos casos, a preocupacao da industria ¢ atender a legislagao
ambiental de descarte, fazendo apenas o minimo de recuperacdo do efluente. Além
disso, muitas vezes falta fiscalizagdo, contribuindo para as irregularidades.

As industrias que utilizam corantes em sua produgdo enfrentam maiores
dificuldades para que o efluente atinja condi¢cdes adequadas para descarte [3],
principalmente por esta ser uma poluicdo aparente [2]. Além disso, os corantes
normalmente sdo substancias de dificil degradacao.

Em um efluente sdo encontradas varias espécies quimicas, além dos corantes,
como sais e surfactantes, e em diferentes concentracdes [1, 4]. O setor téxtil possui um
dos tipos mais complexos [5].

Sao varios os métodos existentes para tratamento de efluentes e varias sdo as
combinagdes que podem ser feitas entre eles para que resultados melhores sejam
alcancgados [2]. Porém, as desvantagens econdmicas e ambientais, além da ineficiéncia,
em muitos casos, deixam pesquisadores em busca de alternativas.

Uma das ferramentas que o engenheiro tem nas maos ¢ o uso de catalisadores
bioldgicos, as enzimas. Os estudos de aplicacdo das enzimas sdo cada vez mais
difundidos e espera-se que seu uso seja a solugdo para diversos problemas industriais,

ainda sem resposta.



As peroxidases, como outras enzimas, ja sdo utilizadas na indistria em varios
tipos de catalise [6, 7]; sua atuagdo na degradacdo de compostos corantes aromaticos
também tem sido cada vez mais comprovada, surgindo como opgdo para o tratamento

de efluentes coloridos.



2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo apresentar solugcdes para um problema
industrial, a remediacdo de efluentes de dificil tratamento, contaminados com corantes,
de maneira eficiente ¢ menos agressiva ao meio ambiente. Para isso, serd avaliada a
atua¢do das peroxidases, enzimas que tém recebido destaque na degradagdo de
compostos aromaticos complexos, como os corantes, ¢ s3o cada vez mais alvo de

estudos.



3. Revisao bibliografica

3.1 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores das reagdes biologicas, que atuam na velocidade
das reagdes quimicas em células e organismos nao alterando o equilibrio quimico dessas
reacoes [8, 9]. Podem ser proteinas ou RNAs, no caso das ribozimas.

Algumas reagdes que ocorrem nas células podem demorar até mesmo anos para
se completarem, se ndo houver a presenca do catalisador [10]. Rea¢des quimicas, como
a oxidacdo da sacarose, por exemplo, precisam de catalise para ocorrer em tempo 1til,
mantendo, dessa forma, a vida [9].

A acdo das enzimas € especifica sobre determinados reagentes, chamados de
substratos, convertendo-os em certo produto. Seu poder catalitico ¢, muitas vezes, maior
que o de catalisadores sintéticos ou inorganicos [9]. A atividade enzimatica depende de
uma variedade de fatores, sdo eles [8]:

- natureza do substrato;

- exigéncia de co-fatores: ions metdlicos e compostos organicos agem como
ativadores;

- presencga de inibidores;

- natureza do solvente;

- pH do meio: cada enzima tem um pH 6timo caracteristico;

- temperatura: assim como o pH, cada enzima possui uma temperatura 6tima de
atividade.

E raro obter uma enzima de fonte natural nio misturada a outras proteinas. Para
determinagdo da atividade especifica da enzima, a mesma pode ser purificada por varios
métodos conhecidos, como os cromatograficos, desde que o processo de purificagdo nao
provoque perda em sua atividade [8].

Sao conhecidas, atualmente, milhares de enzimas diferentes. Dessa forma, para
que as mesmas pudessem ser identificadas, a Comissdo para Enzimas (Enzyme
Commission — E.C.) estabeleceu a classificagdo e nomenclatura de enzimas. Sdo seis
classes de enzimas, de acordo com a reacdo catalisada. Cada enzima possui um c6digo
com quatro niameros, precedido das letras E.C.: o primeiro digito indica a classe a qual a

enzima pertence; o segundo digito refere-se a subclasse; o terceiro ¢ relativo a



subsubclasse; e o ultimo digito representa o ordenamento das enzimas dentro de cada
categoria [8].

As classes as quais as enzimas podem pertencer sio:

1. Oxirredutases — catalisam rea¢des de oxidagao-redugao;

2. Transferases — transferéncia de um atomo ou grupo entre moléculas;

3. Hidrolases — catalisam reagoes de hidrolise;

4. Liases — remog¢ao de um grupo de uma molécula;

5. Isomerases — catalisam reac¢oes de isomerizagao;

6. Ligases — catalisam reagdes de sintese acopladas a hidrolise de uma molécula
de ATP.

Além do codigo, cada enzima possui um nome trivial € um nome sistematico.

Normalmente, o nome usual € composto por duas palavras: a primeira indicando
o substrato da enzima e a segunda especificando o tipo de reagdo catalisada, terminada

em ase. Exemplo: glicogénio sintase [10].

3.1.1 Engenharia enzimatica

Quando um catalisador biologico ¢ utilizado para converter um substrato em
produto, fala-se em biocatdlise ou biotransformagdo. A investigacdo e aplicagdo da
biocatalise em larga escala e para fins analiticos se deu pela Engenharia Enzimatica,
com a imobilizacdo de enzimas [8]. A Engenharia Enzimatica vem com a expansio da
produgdo e aplica¢do de enzimas modificadas [6].

Um biocatalisador pode ser imobilizado, garantindo a reten¢do de sua atividade
catalitica e sua reutilizacdo, se confinado em uma regido restrita [8, 11]. A obten¢do de
extratos enzimaticos puros normalmente ¢ trabalhosa e dispendiosa, no entanto, sua
imobilizacdo traz vantagens quanto a reutilizacdo, minimiza¢do da contaminag¢do do
produto, maior produtividade volumétrica e facil separa¢do entre produto e
biocatalisador, diminuindo os custos do processo [8, 6]. Em contrapartida, pode haver
perda da atividade catalitica durante a imobiliza¢do, devido a origem da matriz de
imobiliza¢do ou durante a bioconversio [8]. E importante, também, que os custos da
imobiliza¢do ndo sejam muito altos, que pode se dar por uma ligacdo por adsorcao fisica
até uma encapsulacdo [6].

O biocatalisador, para a realizagdo de bioconversdo, deve apresentar atividade

catalitica significativa, seletividade e estabilidade nas condi¢cdes em que o processo se



realizard. Geralmente, o biocatalisador ¢ produzido por fermentacdo submersa, através
de um hospedeiro celular robusto, com crescimento rapido, densidade celular e niveis de
expressdo elevados [8]. Alguns biocatalisadores sdo extraidos de tecidos animais e
vegetais [6]. A tecnologia do DNA recombinante vem possibilitando a expressdo de
enzimas em diferentes hospedeiros, a alteracdo e o melhoramento das propriedades da
enzima, que podem ser usadas na forma livre ou na forma imobilizada. O meio
reacional e o reator utilizado para a bioconversdo interferem em sua otimizagdo. O
isolamento e purificagdo do produto da bioconversao dependem de suas caracteristicas,
que definirdo a recuperacdo, qualidade, pureza e escala de interesse [8].

Atualmente, uma pequena porg¢do das enzimas existentes na natureza ¢ utilizada,
j& que menos de 1% dos organismos vivos sdo passiveis de cultivo em laboratdrio.
Existem mais de 2500 reacgdes catalisadas enzimaticamente e pode-se estimar a presenca
de 10° enzimas diferentes na natureza [8]. No entanto, sio aproximadamente 4300
enzimas sequenciadas, sendo dessas, 300 comercializadas. O desafio da descoberta de
novas enzimas esta associado a dificuldade de torna-las economicamente vidveis e de
sua possivel modificacao [6].

Além disso, uma melhor utilizagdo de recursos renovaveis € um menor impacto
dos processos industriais em nivel ambiental, associados aos avancos da biotecnologia,

cada vez mais estimulam o crescimento do mercado e da aplicagao da biocatalise [8].

3.1.2 Aplicagdes de enzimas

Conciliar o desenvolvimento econdmico com a preservagdo e recuperagdo do
meio ambiente ¢ um objetivo das novas abordagens industriais e econdmicas, muitas
vezes utilizando biocatdlise. A chamada bioeconomia visa a diminuicdo dos custos e
producdo alavancada, substituindo produtos sintéticos por biodegraddveis e renovaveis
[6].

Os biocatalisadores apresentam vantagens em relagdo aos seus congéneres
quimicos, especialmente a régio e estereoseletividades [8]. Além disso, em solugdes
aquosas, operam em temperaturas, pressoes e faixas de pH moderadas que, associado ao
seu alto grau de especificidade, possuem propriedades como poucos catalisadores nao
biologicos, definindo sua eficiéncia do ponto de vista energético [8, 9].

Cerca de 75% das enzimas aplicadas industrialmente sdo hidrolases, atuando na

despolimerizacdo de substancias naturais. Dessas, as proteases tém maior importancia

10



por sua aplicagdo nos laticinios como coagulantes e na industria de detergentes. As
glucanases, utilizadas na panificacdo, fabricagdo de cerveja, produg¢do de amido
modificado e industrias téxteis, constituem o segundo grupo mais importante [8].

Dependendo da aplicagdo da enzima, as industrias podem ser divididas em [8]:

- enzimas como produtos finais (aplicagdes analiticas, detergentes, farmacéutica,
alimentacdo animal e ragoes);

- enzimas como adjuvantes do processo (téxtil, papel e pasta de papel, agucar,
café);

- enzimas para produgdo de alimentos e bebidas (laticinios, cerveja, vinicola,
alcool, panificagdo, 6leos e gorduras);

- enzimas em processos de biotransformag¢dao (processamento do amido,
antibioticos, quimica fina).

A engenharia genética veio permitir a producdo de enzimas com atividade e
estabilidade desejadas, aumentando sua gama de aplicacdes [8]. Porém, um desafio em
relagdo ao uso de enzimas em determinadas industrias esta relacionado a aceitagdo do
publico, ja que a inovacdo tecnoldgica pode ir de encontro as convengdes sociais,

politicas e religiosas de alguns consumidores [6].

3.2 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas da classe das oxirredutases, classe mais abundante
na natureza; promovem a oxida¢do de compostos, organicos € inorganicos, empregando
peroxido como aceptor de elétrons. Seu codigo ¢ E.C. 1.11.1._ [12]. Podem ter origem
bacteriana, animal, vegetal e fingica, existindo tanto as intracelulares quanto as

extracelulares. Resumidamente, sua forma de acao ¢:

enzima
peroxido de hidrogénio + substrato —— agua + substrato oxidado

Na desintoxicacdo das células, as peroxidases possuem importante papel,
eliminando o peréxido de hidrogénio.
Dessa forma, as peroxidases tanto removem perdxidos quanto utilizam sua

habilidade de oxidacao em suas reagoes [13].
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Muitas peroxidases sdo heme-proteinas, ou seja, possuem um grupo heme e
catalisam a peroxidagdo de compostos usando o fon de ferro (Fe’") presente nele: a
molécula de perdxido oxida o ion de ferro que, por sua vez, oxida o substrato da
peroxidase [13]. Sdo exemplos, a manganés peroxidase e a lignina peroxidase. A
primeira, com pH 6timo de atuagdo igual a 5, oxida compostos fen6licos na presenga de
Mn®". Esse ion é oxidado a Mn’" que, complexado por substincias produzidas pelo
proprio organismo que originou a enzima, oxida os substratos organicos [14]. A
segunda oxida estruturas aromaticas fenolicas e nao fenélicas, formando radicais cation.
A figura 1 mostra uma simplificagdo do mecanismo de a¢ao das duas enzimas, sendo S
= substrato aromatico e FOH = substrato fendélico. As enzimas sao oxidadas por H,O;
aos compostos C; e, posteriormente, reduzidas em duas etapas, a partir da oxidagdo dos

substratos, voltando as formas nativas [15].
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Figura 1. Simplificagdo do mecanismo de acdo da lignina peroxidase (A) e da

manganés peroxidase (B) [15].
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As peroxidases que ndo possuem o grupo heme utilizam uma cisteina do sitio
ativo que, ao ser oxidada por uma molécula de perdxido, age como oxidante para o
substrato da enzima [13].

As peroxidases, dentre outras aplicagdes, sdo empregadas em industrias de papel
e celulose, no branqueamento da polpa e tratamento de efluentes [7]. Na industria téxtil,
apos o branqueamento das fibras de algodao, as peroxidases decompdem o peroxido de

hidrogénio residual, reduzindo o consumo de 4gua, produtos quimicos e energia [6].

3.3 Problematica dos corantes em efluentes liquidos

O crescimento populacional e o aumento da atividade industrial fizeram da acao
antropica grande causadora de sérios problemas ambientais, alterando a qualidade do ar
do solo e das aguas [1].

Os efluentes liquidos sdo gerados a partir da contaminagdo das aguas utilizadas
pelas industrias, por residuos do proprio processo industrial, podendo ocorrer na
lavagem de maquinas, pisos e tubulagdes, nos sistemas de resfriamento e geragao de
vapor € nos esgotos. Ao serem despejados nos corpos d’agua, os efluentes liquidos
contaminados causam alteragdes nas caracteristicas desses corpos e sua consequente
poluigdo [2].

A poluicdo das aguas ¢é caracterizada por uma alteragdo quimica, fisica ou
biologica em sua qualidade. O desatio € equilibrar a producdo industrial com a
conservagao do meio ambiente. Antes de as substincias dissolvidas e em suspensdo na
agua serem removidas, devem ser transformadas em materiais estaveis ambientalmente
[2].

A coloracdo em aguas residuais € a primeira contaminac¢do a ser reconhecida e
deve ser removida antes do descarte desses efluentes no ambiente [3].

A cor ¢& caracteristica sensorial importante nos efluentes, confusamente
controlada pela legislagdo. A cor aparente, resultante do lancamento de efluentes
coloridos em um corpo hidrico, ¢ composta de corantes dissolvidos e coloides, estes
ultimos causando turbidez. Hé4 corantes organicos (sintéticos e/ou residuais),
inorgénicos (metais pesados), compostos humicos e subprodutos de biodegradacao,
quantificados em unidades Hazen (uH) [2].

As industrias téxtil, grafica e fotografica utilizam extensivamente corantes

sintéticos [1]. Para as indUstrias, ¢ importante que os corantes sejam recalcitrantes, para
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que seus produtos ndo sejam facilmente danificados por agentes externos. Outros
exemplos de inddstrias que utilizam corantes sdo as de alimentos, cosméticas e
farmacéuticas.

O setor téxtil merece destaque como gerador de volumes expressivos de residuos
com elevada carga organica e coloragdo, ja que consome grande quantidade de 4dgua e
ha corante residual, estimado em 20% da carga utilizada nos tingimentos [5]. Esses
corantes sdo formados por varios compostos de estrutura aromatica complexa, tornando-
os estaveis e dificultando sua biodegradagdo [7]. Para o tingimento, também sao
adicionados surfactantes, sais, 0leos e graxas, chamados de auxiliares quimicos, que
dificultam o tratamento dos efluentes téxteis [4]. Dessa forma, os efluentes deste tipo de
industria sdo complexos e de composigoes variadas.

As moléculas de corante possuem duas partes principais, o grupo cromoforo e a
estrutura que se fixa a fibra, no tingimento de tecidos [1]. O grupo croméforo mais
representativo, cerca de dois ter¢os dos corantes catalogados, pertence a familia dos azo
corantes, caracterizado por apresentar ligagdes —N=N— a sistemas aromaticos [16].
Além dos azo, sdo exemplos de classificagdo de corantes baseados em sua estrutura
quimica: indigo, ftalocianina, triarilmetano, antraquinona, azina, xanteno, ketonimina,
nitro e nitroso [4, 5].

Outra forma de classificar os corantes ¢ considerando-se o método pelo qual ele
se fixa na fibra téxtil [5]. Sdo eles: corantes reativos, corantes diretos, corantes azoicos,
corantes acidos, corantes a cuba, corantes de enxofre, corantes dispersos, corantes pré-
metalizados e corantes branqueadores.

Todos os corantes absorvem luz na regido do visivel, sendo esta a caracteristica
comum a eles [3].

Os efluentes de industrias de corantes ou téxteis, quando langados em corpos
d’agua sem o devido tratamento, dificultam a absor¢do de luz pela vida aqudtica,
podendo interferir em suas atividades fotossintéticas. Além disso, alguns corantes, como

0s azo, podem ser carcinogénicos €/ou mutagénicos [5].

3.3.1 Tratamentos existentes

Os principais objetivos do tratamento de efluentes sdo atender a legislacdo

ambiental e o reuso de dguas. A natureza dos poluentes presentes nos efluentes e as
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operacdes unitdrias utilizadas em seu tratamento definem qual processo sera utilizado,
podendo ser classificados em fisicos, quimicos ou biologicos [2].

Os processos fisicos removem os sdlidos em suspensdo. Como exemplo tém-se
gradeamento, peneiramento, sedimentagdo, flotagdo, filtracdo e separagcdo de oleos e
gorduras. Sempre que possivel, os residuos devem ser removidos na forma sélida ou
semi-solida, evitando sua solubilizagao [2].

Os processos quimicos utilizam produtos quimicos nas etapas de tratamento que,
através de reagdes quimicas, removem os poluentes ou facilitam as etapas seguintes.
Sao exemplos: clarificacdo quimica, eletrocoagulagao, precipitagdo de metais toxicos,
reducdo de cromo hexavalente, oxidacao de cianetos e troca iOnica [2].

Ja os processos biologicos removem a matéria organica dissolvida e em
suspensao pela agdo de microrganismos presentes nos efluentes, que a utilizam como
substrato, transformando-a em novos microrganismos ou gases. Os principais processos
sdo: lagoas anaerobias, biodigestores, lodos ativados (processo aerdbio) e biofilmes [2].
Nos processos aerdbios os principais produtos finais sdo CO; e H,O e nos anaerdbios
CO; e CH4 [17].

Alguns métodos fisicos e quimicos apresentam resultado em determinadas
etapas do tratamento de efluentes, por exemplo, na remoc¢ao de material particulado.
Porém, a remocao de cor ainda deixa a desejar [1].

Os estudos de biodegradacdo buscam microrganismos versateis, que degradem
vérios poluentes a um baixo custo operacional. Porém, a diversidade e as diferentes
concentragdes de espécies quimicas presentes nos efluentes dificultam os bons
resultados [1]. Além disso, alguns poluentes, como os corantes, podem ser
biodegradados e os metabodlitos formados serem mais toxicos que as moléculas de
origem. E mesmo reduzindo-se os residuos dos efluentes, hd fases solidas ou flocos
biologicos resultantes, que se separam com facilidade da massa liquida, mas ndo
possuem destino definido [1, 2].

Dessa forma, um resultado melhor no tratamento de efluentes so6 ¢ possivel com
a combinagao de varios desses métodos.

Os niveis de tratamento sdo classificados em preliminar (remog¢do dos sdlidos
grosseiros), primario (remoc¢do de solidos por sedimentacdo, flotagdo e floculagdo
quimica), secundario (remog¢ao de matéria organica) e terciario (melhoria da qualidade e
desinfeccao do efluente) e sdo aplicados conforme as caracteristicas e necessidades do

efluente e de seu corpo receptor [2].
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E importante ressaltar que a preocupagio das inddstrias deve comecar na fonte
do efluente dentro da fabrica, ndo deixando o foco apenas para o tratamento no final do

processo [1].

3.4 Tratamento enzimatico

O tratamento de efluentes industriais tem sido cada vez mais dificil e complexo,
devido a natureza variavel e a diversidade dos componentes dos rejeitos, trazendo a
necessidade de novas metodologias para sua adequagao a legislagao ambiental [1].

A combinagdo dos processos fisicos, quimicos e biologicos tem sido aplicada,
porém com altos custos. Os processos quimicos utilizam altas temperaturas e pressdes
[18] e, além disso, substancias como detergentes e dispersantes dificultam a remocgao de
nitrogénio por bactérias em sistemas de lodo ativado. Processos alternativos e de maior
eficiéncia sdo, portanto, de grande importancia para remogao de cor e adequagdo dos
efluentes industriais as leis de descarte [4, 16]. A degradagdo enzimdtica apresenta
baixo consumo, melhores resultados, processos mais estaveis e operagdo simples em
reator especifico [18].

As enzimas sdo cada vez mais utilizadas em remediacdo por degradar poluentes
especificos, precipitando-os ou transformando-os em produtos biodegradaveis. A
reducdo dos custos dessa forma de tratamento de efluentes pode se dar pela utilizagao de
vegetais com grande atividade enzimatica, aplicados diretamente e tdo eficientes quanto
a enzima purificada [4].

Os avangos biotecnologicos possibilitam melhores procedimentos de isolamento
e purificagdo de enzimas, resultando em producdo mais barata, além de ambientalmente
amigavel. O tratamento enzimdtico permite aplicagio em materiais recalcitrantes,
atuacdo em amplo espectro de pH, temperatura e salinidade, acdo em diversas
concentragdes de contaminantes, dentre outras vantagens em relacdo aos outros

tratamentos [19].
3.5 Estudos sobre a acido de peroxidases em corantes
Pesquisas e experimentos cada vez mais vém sendo feitos para comprovar a agao

de peroxidases na remoc¢do de compostos aromaticos em efluentes e sua eficiéncia na

descoloragao dos mesmos [7].



Oxirredutases, como as lacases e as peroxidases, podem transformar corantes
aromaticos, além da precipitacdo, degradando seu anel aromatico. As peroxidases tém
acdo comprovada em uma série de corantes, com remo¢ao de grupamentos fendlicos
toxicos nos efluentes, usando peroxido de hidrogénio; porém, o mecanismo de
degradacdo e a formacdo de metabodlitos nessas reagdes as vezes sdo desconhecidos [4,

19].

3.5.1 Degradacao de corantes de efluentes téxteis por peroxidase de

nabo

Silva et al [4] realizaram uma avaliagdo do potencial de acdo da peroxidase
extraida das raizes do nabo (Brassica campestre), a partir de uma solugdo bruta, sem
utilizacdo de processos de purificagdo, em alguns corantes utilizados na industria téxtil.

Foram feitas quatro analises:

1. Agdo da enzima nos seguintes corantes isolados:

a) turqueza remazol G 133% (CTR) — classificacdo: ftalocianina;
b) remazol brilliant blue R (RBBR) — classificag¢do: antraquinona;
¢) levafix brilliant green E 5SBA — classificagdo: triarilmetano;

d) remazol vermelho ultra RGB (RVU);

e) remazol brilliant orange 3R (RBO3R) — classificagdo: azo;

f) acid orange 52 (AO52) — classificagdo: azo e

g) acid blue 62 (AB62) — classificagdo antraquinona.

2. A¢ao da enzima nos corantes CTR e RBBR hidrolisados.

3. A¢do da enzima em efluentes simulados, com presenca de sais e auxiliares quimicos

de tingimento, contendo CTR e RBBR.

4. Acdo da peroxidase em uma mistura dos corantes RBBR, RVU e RBO3R em igual

propor¢ao.

A figura 2 mostra a estrutura quimica de alguns dos corantes estudados.
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Figura 2. Estrutura quimica dos corantes [4].

Para interpretagao dos resultados foram medidas as absorbancias das solu¢des no
decorrer das reagdes, nos comprimentos de onda nos quais os corantes absorvem luz.

Dessa forma obteve-se:



1. Para os corantes isolados: os corantes CTR ¢ levafix brilliant Green E 5SBA foram
mais sensiveis a acdo enzimdtica, seguidos de RBBR, AO52 ¢ AB62. Portanto, a
peroxidase de nabo parece ter alta eficiéncia na remog¢do de corantes ftalocianinicos,

antraquinona e triarilmetano e baixa eficiéncia na remog¢ao de corantes azo.

2. No segundo caso, foi observado que a eficiéncia da enzima ¢ reduzida pela hidrolise

quimica dos corantes CTR ¢ RBBR.

3. Verificou-se que a peroxidase de nabo tem seu potencial de degradagdo de corantes
diminuido na presenga dos auxiliares quimicos de tingimento, sendo necessaria a
imobiliza¢do da enzima em suportes so6lidos ou combinagdo com outros processos que
removam os sais e auxiliares quimicos, atenuando o impacto dos mesmos na atividade

enzimatica.

4. No tultimo caso, foi visto que a mistura dos corantes ndo afetou a acdo da enzima na
remocdo de cada um deles, representando um bom resultado, ja que os efluentes reais

normalmente contém varios corantes.

Portanto, associada aos tratamentos microbianos, a aplicacdo da peroxidase de
nabo pode representar um aumento na eficiéncia da remocao de corantes em efluentes

téxteis.

3.5.2 Degradacdo de corantes e efluentes téxteis pela enzima

Horseradish peroxidase

Forgiarini [7] avaliou o potencial da enzima Horseradish peroxidase, também
conhecida como peroxidase da raiz forte, na descoloracdo de corantes e efluentes téxteis
e a toxicidade dessas amostras antes e depois do tratamento enzimatico.

Para isso, foram utilizados os corantes reativos turqueza remazol G 133%, preto
remazol B e o corante acido azul lanaset 2R, sem tratamento prévio de purificacdo. A
figura 3 traz suas estruturas quimicas. Foram estudados os corantes individualmente e
amostras de efluente de uma industria téxtil. Os experimentos foram realizados a

temperatura ambiente (25 °C).

19



=

%N

i

Ho
M.

Xk
ﬂ 7
e

Pisto Remazol B Turgqueza Femazol G 133%

Amal Lanaset 2F

Figura 3. Estrutura quimica dos corantes utilizados [7].

Primeiramente, utilizando o corante turqueza remazol G 133% foram
determinadas as condigdes 6timas de atuacdo da enzima. Dessa forma, nas condi¢des
6timas, a enzima foi aplicada nos outros dois corantes e no efluente téxtil. Avaliou-se,
entdo, a descoloragdo das amostras e sua toxicidade antes e apos a agdo da enzima.

O resultado da agdo da peroxidase e a velocidade de descoloragdo foram
diferentes em cada caso, devido as diferengas estruturais e recalcitrantes de cada
corante. Os corantes azul lanaset 2R e turqueza remazol G 133% obtiveram
descoloragdao de 94 e 59%, respectivamente. J& o preto remazol B ndo descoloriu. No
efluente téxtil o melhor resultado da enzima foi de 52% de descoloragao.

Para avaliar a toxicidade dos corantes utilizou-se Artemia salina e raiz de cebola

como organismos teste. Foi observado que, apos o tratamento enzimatico, a toxicidade
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do corante aumenta; possivelmente hd formagao de espécies intermediarias mais toxicas
que a substancia inicial. Os testes de toxicidade para o efluente téxtil foram feitos
utilizando-se os bioindicadores Artemia salina, Daphnia magna e inibigdo do
crescimento da raiz de cebola Allium cepa. Considerando a sensibilidade de cada
organismo aos compostos toxicos, observou-se que, apos o tratamento enzimatico, ao
contrario dos corantes em separado, a toxicidade do efluente diminuiu.

E importante salientar também que os resultados tendem a ser melhores quando
a enzima encontra-se imobilizada, em comparacao a forma livre. Estudos nesse sentido

também podem ser feitos a fim de aumentar a eficiéncia do tratamento.

3.6 Degradacio de corantes em efluentes industriais por fungo da podridao

branca e suas enzimas

Outras propostas de estudos também se revelam promissoras, como a utilizagao
de fungos da podridao branca para produgdo de enzimas com ag¢do degradante sob os
corantes presentes em efluentes industriais [7].

Fungos da podridio branca s3o organismos capazes de degradar um dos
constituintes fundamentais da madeira, a lignina [20], tornando-a menos rigida e mais
clara.

O fungo da podriddo branca ¢ um dos organismos mais estudados na
descoloracdo de corantes, principalmente por possuir um sistema enzimatico
extracelular complexo, que em ambientes com limitagdes de nutrientes consegue
degradar compostos ligninoliticos, aromaticos complexos e melanoidinas, muitas vezes
nao degradados por outros organismos [21, 22].

Esse sistema inclui as enzimas lignina peroxidase, manganés peroxidase e a
fenoloxidase, lacase. Frequentemente sdo expressas mais de uma isoforma das enzimas.
Elas sdo produzidas durante o metabolismo secundario do fungo, sua sintese e secre¢ao

sdo, muitas vezes, induzidas por niveis limitados de carbono e nitrogénio [21].
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3.6.1 Descoloracio microbiana de corantes azo e corante em

efluente industrial por Fomes lividus

Selvam et al [23] isolaram o fungo da podriddao branca Fomes lividus no sul da
India e pesquisaram seu potencial de remogdo de corantes azo em solu¢des aquosas e de
descoloragdo de corantes téxteis em efluente industrial.

- Descoloragdo de corantes azo:

Foi testada a remocao dos corantes azo: orange G, congo red e amido black 10B
pelo fungo, em solugdo aquosa. Os corantes foram inoculados com suspensdao de
esporos de Fomes lividus ¢ incubados em shaker.

As seguintes taxas de descolora¢do foram observadas: orange G — 30,8%, congo
red — 74% e amido black 10B — 98,9%.

- Descoloragdo de corante em efluente industrial:

Para que a eficiéncia do fungo em descolorir o efluente fosse avaliada, os testes
foram feitos em modo continuo e em batelada. Ao efluente foi adicionada suspensdo de
esporos do fungo e o meio foi incubado. Em batelada, 84,4% da coloragdo foram
removidos do efluente e, no modo continuo, somente 37,5%.

A intensidade da cor das amostras foi medida em espectrofotometro.

Os resultados mostram que, embora a descolora¢do do orange G ndo tenha sido
muito eficiente, o potencial de aplicagcdo de Fomes lividus em biorremediacdo de
efluentes € claro. Os corantes congo red e amido black foram bem removidos e os testes
em batelada mostraram um excelente resultado na descoloracdo do efluente,
principalmente tendo em vista que a grande maioria dos efluentes € constituida por
vérios tipos de corantes. Além da agdo das enzimas ligninoliticas, a adsor¢do fisica do

corante pelo fungo contribuiu para o sucesso da descoloragdao das amostras analisadas.

Considerando que as enzimas s3o produzidas pelo fungo durante seu
metabolismo secundario [21] e que em batelada esta etapa pode ser mais facilmente

alcangada, isto pode ser uma possivel explicagdo para o sucesso destes testes.
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4. Conclusio e sugestoes

As enzimas peroxidase mostraram-se op¢ao eficiente no tratamento de efluentes
coloridos, tanto na descoloragdo, quanto na diminuicdo da toxicidade de amostras,
podendo ser aplicada em grande escala, diminuindo custos, além de ser uma alternativa
ambientalmente amigdvel. Pode ser interessante testar a atuagdo de outras enzimas para
que, agindo em conjunto com as peroxidases, possam obter resultados ainda melhores
sem a necessidade de aplicacdo de outros tratamentos, como os quimicos ou fisicos.
Além disso, utilizar ao mesmo tempo diferentes fontes de peroxidases, como bactérias e
fungos da podriddo branca, pode ser alternativa promissora, pois 0s mecanismos de
acdo e os tipos de enzimas liberadas em cada caso sdo diferentes ¢ podem se

complementar.
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