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RESUMO

Peroxidases podem ser utilizadas em processos de descoloracdo no tratamento de
efluentes téxteis. Ha um interesse crescente por novas fontes desta enzima, e por
processos de obtencdo vidveis economicamente. Neste trabalho o potencial de
descoloracdo de efluentes téxteis sintéticos por peroxidase extraida de nabo (Brassica
campestre ssp. rapifera) € avaliado. Para a obtencdo da enzima de baixa pureza utiliza-se
um processo de baixo custo, Os efluentes utilizados nos ensaios séo efluentes sintéticos
gue simula as etapas de pré-tratamento e tingimento. Os corantes utilizados na preparacao
dos efluentes foram os corantes reativos Turqueza Remazol G 133% (CTR) e Remazol
Brilliant Blue (RBBR) na concentracdo de 50mg/L. A remocédo da cor de uma tricomia de
corantes reativos contendo Remazol Brilliant Blue R, Remazol Vermelho Ultra (RVU) e
Remazol Brilliant Orange 3R na concentracdo total de 50 mg/L, catalisada pela peroxidase
do nabo também foi investigada. A descoloracdo obtida para os efluentes sintéticos
contendo os corantes CTR e RBBR foi de 37 e 58%, respectivamente. Quanto a tricomia, a
remocao da cor total foi de 40%, e a maior remoc¢éo observada foi de 69% para o corante
RBBR na mistura, enquanto o corante RVU apresentou a menor remogdo com apenas
18,7%.
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1. INTRODUCAO

A contaminagdo de aguas naturais tem sido um dos grandes problemas da sociedade
moderna. Dentro deste contexto, 0s processos téxteis sao grandes consumidores de agua e
de corantes sintéticos, geradores de efluentes volumosos e complexos com elevada carga
organica, aliada ao teor de sais inorganicos (Cegarra, 2000).

Os corantes téxteis, responsaveis pela coloracdo de &guas residuédrias, sdo mistura de
compostos com estrutura molecular complexa, o que faz dos mesmos produtos estaveis e
de dificil biodegradacao (Rosalen et al., 2004).

De modo geral, a indUstria téxtil utiliza sistemas de tratamento baseados em sistemas fisico-
guimicos e biolégicos, em muitos casos incompativeis com as caracteristicas do efluente
gerado. Deste ponto de vista, 0 estudo de novas alternativas de tratamento se mostra
essencial.

A crescente utilizacdo de enzimas, nos tratamentos de poluentes especificos, e recentes
avancos biotecnolégicos tém possibilitado a producdo de enzimas mais baratas e facilmente
disponiveis através de melhores procedimentos de isolamento e purificacdo. As potenciais
vantagens do tratamento enzimatico quando comparadas a tratamentos convencionais
incluem: aplicacdo em materiais recalcitrantes, atuagdo em concentragfes altas e baixas
dos contaminantes, atuacdo num amplo espectro de pH, temperatura e salinidade,
necessidade de aclimatizacdo de biomassa e o facil processo de controle, entre outros
(Duran & Esposito, 2000).

O tratamento enzimatico com a peroxidase resulta na remogédo de grupamentos fendlicos
toxicos dos efluentes industriais. Muitos dos corantes empregados na industria téxtil
possuem grupamentos fendlicos em sua estrutura quimica (Duran, 2003), e a aplicagéo de
enzimas oxidativas representa uma alternativa promissora para a remoc¢do de cor dos
efluentes téxteis.

As peroxidases (E.C. 1.11.1.7, doador H,O, oxidorredutase) sdo enzimas que catalisam a
reducdo do perdxido de hidrogénio ou outro perdxido organico, enquanto um doador de
elétrons é oxidado. A reacdo ocorre em mdltiplas etapas como mostrado a seguir:

Peroxidase + H,O, — Composto | + H,0O 0}
Composto | + AH, — Composto Il + AH ° 2
Composto Il + AH, — Peroxidase + AH® + H,O  (3)

No primeiro estagio do processo catalitico ocorre a reacao do sitio ativo com o perdxido de
hidrogénio. O perdxido de hidrogénio é reduzido produzindo agua e formando o composto |,
uma forma intermediéria reativa que apresenta um estado de oxidacdo mais alto em
comparacdo com a enzima nativa. No segundo estagio da reacdo, o composto | oxida uma
molécula de substrato (AH,), gerando um substrato radicalar e o composto Il. Finalmente o
composto Il € reduzido por uma segunda molécula de substrato, fazendo com que a enzima
retorne a sua forma inicial (Hiner et al., 2001).
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A fonte comercial mais utilizada de peroxidase é a raiz forte (horsehadish peroxidase),
geralmente cultivada e colhida em paises de clima frio (Maciel, Gouvéa & Pastore, 2006).
Diversos relatos na literatura apontam o uso da horsehadish peroxidase na degradacéo de
diversos corantes: (1) Mohan et al. (2005) obtiveram 79% de degradacédo do corante acid
black com a peroxidase de raiz forte (HRP) imobilizada em gel de acrilamida, e 67% com a
enzima livre; (2) Ferreira-Leitao et al. (2003) estudaram a degradacédo do corante metileno
blue pela HRP. Neste trabalho apenas 4,7% do corante permaneceu em solugéo, para uma
proporcdo de corante/H,O, de 1:10 e (3) Bhunia et al. (2001) mostraram que a HRP pode
ser efetiva degradando e precipitando importantes azo corantes industriais, tais como
Remazol.

Devido a ampla utlizacdo das peroxidases, principalmente como biocatalisador na
descoloracdo de corantes téxteis, h4 um interesse crescente por novas fontes desta enzima,
e por processos de obtencdo de baixo custo.

Dentro deste contexto, 0 objetivo neste trabalho foi a avaliagdo do potencial de descoloracdo
de uma mistura de corantes (tricomia) e efluentes téxteis sintéticos por peroxidase de nabo
(Brassica campestre ssp. rapifera).

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os corantes reativos: Turqueza Remazol G 133% (CTR), Remazol Brilliant
Blue R (RBBR), Remazol Brilliant Orange 3R (RBO3R) e Remazol Vermelho Ultra RGB
(RVU), gentilmente cedidos pela Dy Star.

2.1 Obtencéo do extrato enzimatico

A fonte enzimética utilizada foi o nabo (Brassica campestre ssp.rapifera), lavado em agua
corrente e picado em pequenos pedacos (raiz + casca). Uma massa de 25 g do tecido
vegetal foi homogeneizado em um liquidificador com 100 mL de tampé&o fosfato 0,05 mol L™,
pH 6,5 por 30 segundos. O homogenato foi filtrado em tecido organza e centrifugado a
10.000 x g durante 15 min, a 4 °C. A solucéo sobrenadante foi armazenada a -4 °C e usada
como fonte enzimatica da peroxidase (Fatibello-Filho & Vieira, 2002).

Ao extrato bruto enziméatico (proveniente de 12 extracdes) foi adicionado acetona gelada até
atingir 65% (v/v). Apés repouso de 12 a 14 h, a -18° C, o homogenato foi centrifugado a
11.000 x g por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. O precipitado contendo a
peroxidase foi submetido a remocg&o da acetona em banho de gelo, por 3 h. O precipitado foi
ressuspendido em tampao fosfato de sodio pH 6,5 e a suspensao obtida foi utilizada para a
descoloracdo dos corantes e efluentes téxteis.

2.2 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade foi determinada segundo Khan e Robinson (1994), utilizando-se como meio de
reacdo: 1,5 mL de guaiacol (Sigma Aldrich P.A) 1% (v/v); 0,4 mL de H,O, (Riedel-de Haén
35%) 0,3% (v/v); 0,1 mL de enzima (mantida em banho de gelo) e 1,2 mL de tampéo fosfato
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0,05 mol L* pH 6,5. A reacdo foi acompanhada durante 5 minutos a 30 °C em
espectrofotbmetro UV_VIIS (UNICAM UV2) equipado com banho termostatico e software
VISION PRO.

Uma unidade da atividade da peroxidase representa a oxida¢ao de 1 ymol de guaiacol em 1
minuto nas condi¢des de ensaio e foi calculada usando-se dados relativos a porcao linear da
curva.

2.3 Efluentes sintéticos

A preparacdo do efluente simulado com os corantes reativos Turqueza Remazol G 133%
(50 mg L) e Remazol Brilliant Blue R (50 mg L™) foi feito de acordo com Santos (2009) com
algumas modificacbes: (1) aquecimento, em agitacdo, de 125 mL de agua da torneira
contendo 6,25 g de NaCl; (2) adicdo de 125 pL de agente molhante e 107 yL de agente
sequestrante; (3) adicdo do corante reativo, mantendo-se a solugdo a 55-60 °C por 10
minutos para a completa dissolucéo; (4) adicdo de 0,25 g de NaOH e 1,25 g de Na,CO;3 e
conservacdo da temperatura constante por mais 1 h; (5) arrefecimento, neutralizacdo e
diluicdo para 1 litro de solugdo. Durante o periodo de 1 h de hidrélise, foram feitas algumas
adicbes de agua de modo a evitar uma reducdo significativa de volume que pudesse
provocar a precipitacdo do corante em funcéo do aquecimento.

As hipdteses assumidas necessarias a estimativa das concentragfes finais no efluente
simulado encontram-se na Tabela 1, enquanto que na Tabela 2 apresenta-se a descri¢cao
sucinta dos produtos auxiliares de tingimento utilizados.

Tabela 1 — Composicéo estimada para o efluente final.

Corante (mg L™Y) 35-200
NaCl (g L™ 6,25
Agente molhante (g L) 0,125
Agente sequestrante (g L™) 0,125
NaOH (g L™ 0,25
Na,CO5(g L™?) 1,25
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Tabela 2 - Produtos auxiliares de tingimento utilizados na simulagéo de efluentes.

Nome comercial e funcbes Aparéncia Natureza
ibnica

Periwet WLV (agente molhante)

Melhora a penetragdo do corante liquido incolor, anidnico
na fibra; turvo

N&o causa a formacéo de espuma.
Periquest T BSD (agente liquido amarelo anidnico
sequestrante) claro

Sequestrante de céalcio, magnésio e
metais pesados

O efluente simulado foi usado nos ensaios de descoloracdo para avaliar o efeito da
presenca de sais e auxiliares quimicos de tingimento no potencial de degradacdo destes
corantes pela PEN.

As reacles de oxidacao enzimatica dos efluentes téxteis foram conduzidas a 30 °C em
tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 7,0 (1,2 mL), contendo: (1) H,0, 100 pmol L™ (0,4 mL), (2)
os efluentes isoladamente e (3) 0,1 mL de solucdo enzimatica.

A mistura reacional foi incubada em espectrofotbmetro acoplado ao um banho
termostatizado e a absorbancia dos corantes foi medida em diferentes tempos durantes os
experimentos. O acompanhamento da oxidag&o foi feito ao comprimento de onda maximo
de cada corante: Turqueza Remazol G 133% (624 nm); Remazol Brilliant Blue R (596 nm),

O calculo para determinar a porcentagem de remocéo de cor para os corantes foi feito de
acordo com a equacao:

= gk il (O
= kb ek

2.4 Mistura de corantes

Os efluentes reais normalmente incluem mais de um componente. Sendo assim, a
descoloracdo da mistura de trés corantes reativos pela PEN também foi avaliada.

Os corantes foram misturados em igual proporcdo resultando em uma solucdo com
concentracao final de 50 mg L™. Os corantes utilizados na tricomia foram: Remazol Brilliant
Blue R (RBBR); Remazol Vermelho Ultra (RVU); Remazol Brilliant Orange 3R (RBO3R).
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A mistura de corantes foi utilizada nos ensaios de descoloracdo conforme descrito
anteriormente.

A descoloragéo da mistura de corantes pela PEN foi determinada monitorando o decréscimo
da absorbancia no comprimento de onda maximo de cada corante.

A gquantificacdo da cor total foi avaliada a partir do valor da area abaixo da curva, obtida
mediante uma varredura espectral na faixa de 450 nm a 650 nm. A avaliagdo da
descoloracéo total foi feita através da diferenca entre a area inicial e a area final.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios de descoloracao

3.1.1 Efluentes sintéticos

O efeito da presenca de sais e auxiliares quimicos de tingimento no potencial de
descoloracéo dos corantes reativos CTR e RBBR pela PEN foi avaliado, submetendo-se o
efluente sintético ao tratamento enzimatico.

A utilizacéo do efluente téxtil simulado é de extrema importancia para avaliar a aplicabilidade
do processo de descoloracdo para uma situacao real. Além disso, um banho de tingimento
artificial possui uma composi¢cdo constante e, portanto, o efeito do tratamento enzimatico
pode ser melhor entendido (Cristévao et al., 2009).

A descoloragao obtida para o efluente sintético contendo o CTR foi de 37% em 95 minutos
de contato com a enzima, enquanto que para o efluente contendo o RBBR foi de 58% em 90
minutos (Figura 1). A enzima utilizada em ambos 0s ensaios apresentava uma atividade
enzimatica de 17,5 U mL™.
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Figura 1 — Descoloracéo dos efluentes contendo CTR e RBBR (50 mg L™)
por peroxidase de Brassica campestre ssp. rapifera (17,5 U mL™)

A taxa de descoloracdo dos efluentes sintéticos apresenta um decréscimo, quando
comparado a descoloragdo dos corantes hidrolisados. Este decréscimo é atribuido &
presenca de auxiliares quimicos de tingimento (agente dispersante e sequestrante) e de sais
gue sao adicionados no processo de tingimento & base de corantes reativos.

A eficiéncia do tratamento enzimatico € menor neste caso, porque pode ocorrer a formacgéo
de ligacBes quimicas fortes com as espécies envolvidas no processo de degradacao, a
formacgéo de produtos ou a desativagdo da enzima (Cristévao et al., 2009).

3.1.2 Mistura de corantes

O potencial de descoloracéo de uma mistura de trés corantes pela PEN (83,8 U mL™)
foi avaliada.

A remocdo maxima foi observada apds 30, 40 e 90 minutos para os corantes RBBR,
RVU e RBO3R, respectivamente.

Os espectros de absorcdo da mistura de corante antes e apés tratamento enzimatico esta
representado na Figura 2. Ocorre a diminuicao dos picos de absor¢do dos corantes apos o
tratamento enzimatico, no entanto na regido entre 350 e 450 nm aproximadamente,
observa-se um aumento da intensidade da absorbancia. Isto significa que os produtos que
estdo sendo formados durante a reagédo enzimatica absorvem nesta regido do espectro.



ADAPTACAO E SUSTENTABILIDADE
DE SERVICOS DE ABASTECIMENTO
DE AGUA E DE AGUAS RESIDUAIS

Tabela 3 Descoloracdo de uma mistura de corantes baseada no pico de absor¢cdo maximo de cada
corante presente e da mistura por integracdo da area obtida mediante varredura espectral (450 — 650
nm).

Remocao da cor (%)*

RBBR 69+ 3,26
RVU 18,7+ 0,76
RBO3R 26 + 0,98
Cor total 40 £ 0,71

* Valores sdo a média de trés repeti¢cdes + desvio padréo e da mistura por integracdo da area.
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Figura 2 — Espectros de absorcdo da mistura de corantes (50mg
L™ antes e apds tratamento enzimatico.

4. CONCLUSOES

A peroxidase obtida do nabo mostrou-se eficiente na degradacdo de efluentes
téxteis contendo sais e auxiliares quimicos, e apresenta potencial como uma alternativa
eficiente e de baixo custo para o tratamento de efluentes téxteis ou efluentes contendo
corantes, visto que os tratamentos convencionais sdo pouco ou nada eficientes na remocéao
da cor de corantes sollveis, como 0s corantes reativos.
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