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RESUMO

A despoluicdo de aguas residuais é ainda um desafio para a sociedade e comunidade
académica. Diante dos diversos materiais disponiveis para estudo destacam-se as enzimas, em
funcdo de sua especificidade para a despoluicdo e biodegradabilidade para descarte. Novas
fontes de enzimas podem representar alternativas eficientes e de custo reduzido em relagéo as
técnicas corriqueiramente utilizadas. Neste trabalho o perfil de peroxidase dos frutos de
Echinolaena inflexa foi estudado para aplicacdo no tratamento de aguas residuais. O teor de
proteina encontrado foi 5,33 mg g™*. As condicdes 6timas de reago foram: 50°C, pH 7,5a 0,1
mol L™ de tamp#o fosfato e 15 min. A enzima foi inativada somente ap6s aquecimento a 94°C
e teve sua atividade inibida quando incubada com &cido ascérbico a 10 mmol L™, um inibidor
classico para peroxidases. Nos testes com fendis e efluentes agroindustriais, a enzima foi
capaz de degradar 87,5% do catecol, 67,8% do pirogalol e 39,1% do resorcinol e ainda
apresentou 29,1% de capacidade de degradacdo de compostos fenolicos presentes no efluente
bruto. Os resultados mostraram que a peroxidase de Echinolaena inflexa, uma nova fonte de
enzimas, possui potencial para ser explorada como alternativa ao tratamento de aguas
residuais.

Palavras-chave: Echinolaena inflexa, fendis, peroxidase, poaceae.

Peroxidase of Brazilian Cerrado grass as an alternative for
agro.industrial waste treatment

ABSTRACT

Decontamination of wastewater continues to be a challenge for society and the scientific
community. Despite the availability of various materials for study, enzymes stand out due to
their specificity for decomposition and biodegradability for disposal. New sources of enzymes
may represent efficient and low-cost alternatives compared to routinely used techniques. In
this survey, the peroxidase profile from Echinolaena inflexa fruits was studied for possible
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applications in the treatment of wastewater. The protein content was found to be 5.33 mg g™
The optimum reaction conditions were: 50°C, pH 7.5 at 0.1 mol L™ of phosphate buffer for
15 min. The enzyme was inactivated after 5 min at 94°C and was inhibited when incubated
with ascorbic acid at 10 mmol L™. In tests using phenols and agro industrial waste, the
peroxidase was able to oxidase 87.5% of catechol, 67.8% of pyrogallol, 39.1% of resorcinol
and still presented 29.1% of the degradation capacity of raw wastewater phenolic compounds.
The results showed that the Echinolaena inflexa peroxidase, a new source of enzymes, is a
potential alternative to wastewater treatment.

Keywords: Echinolaena inflexa, peroxidase, phenols, Poaceae.

1. INTRODUCAO

Um dos grandes impactos ambientais no mundo é a destinag¢do inadequada de efluentes
no meio ambiente. Efluentes ndo tratados promovem uma grave poluicdo hidrica, além de
transportarem diferentes tipos de virus, bactérias e protozoarios nocivos a salde publica
(Mannarino et al., 2013). A partir dessa necessidade de tratamento, surgem diferentes
processos, sendo alguns mais eficientes, baratos e ambientalmente corretos para a degradacao
de diversos compostos organicos.

As enzimas fazem parte desses processos e sdo reconhecidas como catalisadores
bioldgicos, apresentando caracteristicas importantes, tais como a atuacdo em condicdes
amenas de reacdo, a alta especificidade, a biodegrabilidade e a alta eficiéncia catalitica.
Dentre as classes de enzimas, as oxidorredutases possuem um dos principais papeis na
degradacdo de compostos organicos, uma vez que catalisam reacOes de transferéncia de
elétrons e as peroxidases, subclasse de oxidorredutases, oxidam os diferentes compostos na
presenca de perdxido de hidrogénio ou perdxidos organicos, gerando radicais livres (Chance e
Maehly, 1955).

Dentro do contexto de tratamento de efluentes, cabe as peroxidases um papel de
destaque, em funcdo da sua capacidade em degradar substancias toxicas e persistentes.
Segundo Neves e Silva (2007), essas enzimas sao amplamente encontradas em vegetais, e
estdo ligadas a funcdo fisioldgica/bioquimica da planta. A maioria dos relatorios sobre a
desintoxicacdo de aguas residuais contaminadas com fenois, cresdis e fendis clorados usou
peroxidase das raizes de Rabano Silvestre (Armoracia rusticana), na forma purificada com a
denominacdo de HRP (Horseradish Peroxidase). Recentemente, peroxidases de outras fontes,
como meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), nabo (Brassica rapa L.) e copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.) foram sugeridas como alternativas a HRP (Akhtar e Husain,
2006; Maciel et al., 2006). Caracteristicas deste processo, tais como o efeito do pH,
concentracdo do substrato, tempo de reagéo e os efeitos de alguns aditivos tem sido estudados
para otimizar as condi¢6es de reacdo (Hamid e Khalil-Ur-Rehman, 2009).

Dentre a diversidade de espécies existentes e com potencial para extracdo enzimaética,
temos a vegetacdo do Cerrado, o0 segundo maior bioma brasileiro, com mais de 6000 espécies
distribuidas em sua regido principal de ocorréncia, o Planalto Central brasileiro (Ratter et al.,
1997).

Estudos floristicos e fitossocioldgicos que analisaram o componente herbaceo do Cerrado
encontraram um predominio da familia Poaceae, principalmente dos géneros Andropogon,
Axonopus, Paspalum, Echinolaena e Trachypogon. A espécie Echinolaena inflexa (Poir.)
Chase, € uma graminea nativa, amplamente distribuida e com alta producdo de biomassa
(Munhoz e Felfili, 2007). Embora essas espécies venham sendo utilizadas para varios fins,
tais como medicinal e alimentar, ainda ha necessidade de maiores estudos viabilizando outras
formas de aproveitamento de seus espécimes.
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No presente trabalho foram produzidos extratos de Echinolaena inflexa a fim de
encontrar atividade de peroxidase termoestavel, uma vez que essas plantas ficam expostas a
longos periodos sob o sol. Avaliou-se a aplicagdo das enzimas obtidas nesses extratos, na
degradacdo de diferentes compostos fendlicos, como proposta no tratamento de efluentes
agroindustriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extracdo e avaliacdo da atividade de peroxidase de E. inflexa

A graminea E. inflexa foi coletada na trilha do Tatu, no Campus Dr. Henrique Santillo da
Universidade Estadual de Goiés, localizado no municipio de Anépolis, estado de Goiés-Brasil,
16°22'53,6" de latitude Sul e 48°56°41,9”de longitude Oeste.

A parte selecionada para estudo foi composta dos frutos de Echinolaena inflexa, que
foram coletados e triturados em moinho tipo martelo (TE-330 Tecnal), resultando em uma
farinha que foi utilizada nos experimentos. A farinha foi embalada e estocada em recipientes
de polipropileno a -10°C.

A obtencdo dos extratos brutos foi avaliada de acordo com um planejamento fatorial 2°.
Foram avaliados os parametros tempo de extracdo (30-90 min) e o pH de extracdo. Os
extratos foram obtidos utilizando diferentes tampdes: pH 6,0 - 8,0 fosfato de sédio 0,1 mol L™
e pH 9,0 borato de sddio 0,1 mol L™. Para o preparo dos extratos, 10 mL de tampé&o foram
misturados a 0,5 g de farinha (Echinolaena inflexa), agitados (tempo de extracdo) e depois
centrifugados (5000 rpm) por 15 min. Aquele tratamento, determinado pela combinagdo dos
dois parametros, que demonstrou melhor desempenho na extracdo das enzimas estudadas foi
selecionado para o preparo dos extratos utilizados ao longo deste trabalho.

Foram avaliados os parametros cinéticos pH e temperatura de reacéo, obedecendo a um
planejamento fatorial 2*. O pH 6timo de reacdo foi avaliado pela incubacdo das amostras de
extrato com solugdes com pH diferentes. Em pH 5,0 foi utilizado o tampdo acetato de sodio
0,1 mol L™; entre o pH 6,0 e 8,0 o tamp4o fosfato de sédio 0,1 mol L™. A temperatura 6tima
foi determinada pela variacdo da temperatura do ensaio de atividade enzimatica, entre 30 e
60°C, em intervalos de 10°C, em banho-maria.

O tempo de reacdo com os substratos foi testado pelo acompanhamento da formacao de
produto por unidade de tempo, apds a determinacdo dos parametros 6timos de extracdo e
reacao. A atividade de peroxidase das amostras foi medida mediante a variacdo dos seguintes
intervalos de tempo: uma medida por minuto, entre 1 a 5 min; uma medida a cada 5 min, entre
5 e 20 min; uma medida a cada 10 min, entre 20 e 30 min e medidas a cada 30 min, entre 30 e
60min.

A analise do perfil enzimatico foi realizada considerando-se a atividade de peroxidase.
Esse ensaios foram efetuados de acordo com a metodologia de Halpin et al. (1989) utilizando
pirogalol e peréxido de hidrogénio como substratos. Os resultados foram avaliados por
medida espectrofotométrica a 420 nm e a leitura da atividade foi feita apds 1 min de reacdo. A
atividade enzimatica foi medida em unidades de enzima g de farinha (atividade
inespecifica). Uma unidade de enzima foi considerada como aquela capaz de produzir um
aumento equivalente a 0,100 na absorbancia.

A concentragdo de proteinas totais (soltveis) foi determinada pela metodologia descrita
por Bradford (1976), por meio de leitura espectrofotométrica, a 595 nm. A quantidade de
proteina, expressa em mg g™ de farinha, foi determinada por uma curva padréo de reagente
Bradford com solucdo de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, EUA), nas concentragdes
de 0,05a 0,5 pg puL™. A partir dos dados de concentracéo proteica calculou-se a atividade de
especifica de peroxidase, que foi expressa em unidade de enzima por mg de proteina.
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A estabilidade da peroxidase foi verificada pela incubagdo do extrato sob temperatura de
ebulicdo (94°C) durante 5, 10, 15, 30, 60 e 120 min, seguida de resfriamento em banho de
gelo por 5 min, e leitura de atividade residual.

O efeito de substancias inibidoras foi testado pela incubagéo a 37°C por 90 min. de acido
citrico e 4cido ascorbico nas concentracdes de 10 mmol L™ e 50 mmol L™, com extratos de E.
inflexa.

2.2. Uso potencial de peroxidase de E. inflexa para degradacéo de compostos fendlicos

Foram realizados testes com compostos fenolicos e efluentes agroindustriais apds
estabelecimento dos parametros 6timos, baseados na metodologia de Akhtar e Husain (2006).
As amostras de efluentes foram coletadas na Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE) do
Distrito Agroindustrial de Anapolis (DAIA), localizada entre os paralelos 16°20’ e 16°30’S e
0s meridianos 48°50° e 49°00°W. Na area do DAIA tem-se o Cdrrego Abrado, que estd
localizado em uma area de aproximadamente 29 ha. A carga organica atual contida no esgoto
bruto, segundo o Departamento de Meio Ambiente do DAIA em 2015, ap6s coleta de 24 h é
de 3.750 kg DBO.dia™. Em triplicata, 0,1 mL do extrato bruto foi incubado com 0,75 mL da
solugdo de trés compostos fendlicos: pirogalol, catecol e resorcinol (1,0 mmol L), bem
como, com cada amostra de efluente: bruto, efluente tratado da Estacdo de Tratamento de
Efluentes (ETE) do DAIA e a montante e a jusante do lancamento da ETE no Cdrrego
Abrado, com adicdo de 0,15 mL (0,75 mmol L™) de peréxido de hidrogénio. Em seguida, a
mistura foi agitada (vortex) e incubada a 37°C por 90 min. Posteriormente, foram retiradas
aliquotas de 0,2 mL para a medida da concentracdo residual de fendis pela metodologia de
Lowry et al. (1951). Os tubos controle foram utilizados com as solugdes de fenois e peroxido
de hidrogénio em substituicdo ao extrato enzimatico e os tubos brancos foram constituidos de
agua destilada em substituicdo ao volume de extrato. O experimento foi realizado em
triplicata, e a partir das médias e desvio padrao foram realizados graficos de superficie usando
0 programa SigmaPlot versdo 12.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos experimentos realizados com Echinolaena inflexa foi encontrada uma concentracéo

de proteina soltvel de 5,33 mg g™*. A determinacéo da atividade enzimatica dos extratos
brutos de Echinolaena inflexa para peroxidase, em diferentes valores de pH e tempo de
extracdo, permitiu encontrar as condi¢des 6timas de extracdo destas enzimas. A relacdo entre
pH, tempo de extracdo e U g™ é demonstrada na Figura 1.
De acordo com os resultados obtidos, a regido entre o pH 7,5 e 8,5 foi a que apresentou
atividade enzimatica superior as demais, e por esta razdo o pH 8,0 foi considerado como o
6timo para a extracdo das peroxidases da graminea. A peroxidase de Echinolaena inflexa foi
melhor extraida quando o pH de extracdo foi combinado a variacdo do tempo de extracdo. Na
Figura 1 é também possivel observar que a partir de 90 min obteve-se a maior quantidade de
enzima ativa extraida.

As condicBes 6timas de reacdo mostraram que o efeito da temperatura numa reacdo
enzimatica pode ser observado inicialmente pelo aumento progressivo na atividade, devido ao
aumento da velocidade de formacdo do produto e consequentemente consumo do substrato
(Figura 2). Todavia, verifica-se que acima de 55°C comecga a ocorrer perda gradativa da
atividade, possivelmente devido a desnaturacdo proteica pelo calor, como resultado da perda
da conformacao nativa (Figura 2)
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Figura 1. Efeito combinado entre 0 pH e o0 tempo de extracdo sobre a

atividade de peroxidase de Echinolaena inflexa (Ug™).
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Figura 2. Efeito combinado entre o pH e a temperatura de reacdo sobre a

atividade de peroxidase de Echinolaena inflexa (U g™).
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A regido que demonstrou condicGes Otimas de reacdo correspondeu aos ensaios
realizados nas faixas de temperatura entre 45 a 55°C e de pH entre 7 e 8, faixa de pH
semelhante ao utilizado no processo de extracdo para a espécie. Sob estas condicdes, a
peroxidase de E. inflexa apresentou 6.250 U g™* de farinha dos frutos.

Estes resultados s@o similares aos obtidos para as peroxidases de abacaxi e carambola,
espécies também adaptadas a clima tropical, que apresentaram temperatura Otima para
atividade na faixa de 50 a 55°C (Brito et al., 2005).

E possivel ainda observar que, mesmo que a temperatura 6tima tenha sido encontrada
entre 45 a 55°C, em todo o intervalo testado (entre 30 e 60°C) ha também atividade de
peroxidase (Figura 2). Este comportamento pode ser atribuido a adaptacdo das gramineas ao
Cerrado. As plantas do bioma estdo adaptadas a condig¢des extremas, tais como alta insolacéo,
solos rasos, secos e nutricionalmente pobres, além das temperaturas que variam grandemente
ao longo do ano (Munhoz e Felfili, 2007).

Depois de estabelecidos esses parametros, o extrato da graminea foi testado em funcéo
do tempo de reacdo, a 55°C (Figura 3). A influéncia do tempo de contato entre enzima e
substrato foi significativa para os primeiros 10 min de reacdo, em que € possivel observar
aumentos bruscos na resposta enziméatica. Apds 15 min de tempo de reacdo o aumento na
atividade passa a desacelerar, tendendo a estabilizacéo.
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Figura 3. Efeito do tempo de incubacdo com os substratos pirogalol
e peroxido de hidrogénio sobre a atividade de peroxidase em extrato
aquoso de frutos de Echinolaena inflexa.

As peroxidases sdo uma das enzimas de maior estabilidade térmica presentes em frutas e
vegetais (Berbicz e Clemente, 2001; Maciel et al., 2006). Este fato tem motivado grande
interesse dos pesquisadores quanto aos estudos de inativagéo, tornando-a principal referéncia
para se determinar quando o processamento térmico de frutas e vegetais foi ou ndo suficiente
para manutencdo de sua qualidade como alimentos (Neves e Silva, 2007).

A atividade de peroxidase diminuiu com o tempo de incubacdo na temperatura testada,
no entanto manteve uma atividade de aproximadamente 11% apds 5 min de tratamento. Com
0 aumento do tempo as atividades continuaram diminuindo, porém de forma mais lenta. Este
resultado indica que a enzima é tolerante a temperaturas abaixo da ebuli¢éo.
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Berbicz e Clemente (2001) obtiveram resultados semelhantes a Echinolaena inflexa nos
experimentos feitos com frutos de laranja. No tratamento térmico das enzimas de laranja a
80°C, com 6 min a enzima manteve uma atividade entre 18 a 30% em relacdo ao inicio do
tratamento.

No tratamento térmico de peroxidases de carambola, goiaba e abacaxi aconteceu o
mesmo padrdo. A atividade da peroxidase diminuiu com o tempo, observando-se uma perda
de aproximadamente 80% da atividade da enzima ap0s tratamento térmico a uma temperatura
de 75 a 85°C (Brito et al., 2005).

Nos testes com inibidores foi observada a boa capacidade de inibicdo da peroxidase pela
acao do acido ascérbico e menor inibicdo pelo acido citrico (Figura 4).
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Figura 4. Efeito inibidor causado pelos &cidos na atividade de
peroxidases de Echinolaena inflexa ap6s 30 min.

O é&cido ascorbico tem sido usado h& mais de 50 anos como inibidor de escurecimento
enzimatico em alimentos de origem vegetal, muitas vezes combinado com acidos organicos,
tais como o &cido citrico (Neves e Silva, 2007). O escurecimento resulta da degradagdo da
antocianina pela acdo de enzimas oxidativas, como polifenoloxidase (PPO), peroxidase
(POD) e ascorbato oxidase. Os testes realizados corroboram o fato da enzima aqui estudada
ser uma peroxidase classica.

Neves e Silva (2007) também testaram o efeito do &cido ascdrbico e do &cido citrico no
escurecimento enzimatico. Os testes foram feitos com peroxidases de Yaco, e para elas o
4cido ascorbico a 5 mmol L™ apresentou os melhores resultados nos seus experimentos, com
uma reducdo de 27% de atividade em relacdo a amostra controle. O &cido citrico se mostrou
eficiente apenas em concentracdes acima de 10 mmol L™

No caso deste trabalho o teste para avaliacdo de inibicdo de atividade nos extratos foi
realizado para se confirmar se a atividade em questdo era devido a acdo de peroxidases.
Assim como os testes com Yaco, 0s experimentos com Echinolaena inflexa tiveram grande
inibicdo com &cido ascorbico mesmo em baixas concentracdes. O papel do &cido ascorbico
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como inibidor se da principalmente pela reducdo das quinonas em difenois, evitando a
formacdo de melaninas e na sua atuacao inibidora enziméatica como acidulante (Neves e Silva,
2007). O écido citrico também é amplamente empregado como acidulante e composto
quelante.

A peroxidase de Echinolaena inflexa foi capaz de reagir com todos 0s compostos
fenolicos testados e com amostras de efluente (Tabela 1). Entretanto, a maior capacidade de
degradacdo de compostos fendlicos foi observada para o catecol, que foi de 87,5%%. Os
resultados ainda demonstraram uma grande eficiéncia da enzima na degradacdo dos outros
fenois, sendo que foi capaz de degradar 67,83% do pirogalol e 39,1% do resorcinol.

Nos testes com efluentes agroindustriais (Tabela 1), a amostra de efluente bruto foi
aquela em que a peroxidase de E. inflexa apresentou a maior capacidade de degradacéo de
compostos fendlicos (29,1%). Este resultado é interessante e promissor se levarmos em conta
que uma amostra real de efluente dista em muito das condi¢Oes laboratoriais otimizadas para
0S ensaios enzimaticos, em que ha controle da concentracdo das espécies reagentes, da
presenca de contaminantes, do pH e da temperatura do meio, entre outros (Abd-Allah, 1999).

Tabela 1. Degradacdo de compostos fendlicos em amostras dos quatro
pontos testados nos efluentes agroindustriais.

Capacidade de
Amostras degradacgdo ap6s 90  Desvio padrdo
min (% média)

Corrego Abrado a montante do

lancamento do efluente 73 12,7
Efluente bruto na entrada da ETE 29,1 5,2
Efluente tratado na saida da ETE 4,2 0,5
Corrego Abrado a jusante do 11.0 40

lancamento do efluente

Klibanov (1983) realizou um dos primeiros trabalhos testando peroxidase em aguas
contaminadas. O autor usou HRP purificada e os experimentos mostraram o bom potencial,
em alguns casos superior a 97%, de descontaminacdo de fendis, anilinas e outros compostos
aromaticos de solucgdes aquosas.

Outros estudos recentes realizados com peroxidase livre e imobilizada tem-se mostrado
igualmente eficientes no tratamento de fendis e clorofendis. Estudos mecanisticos com
cloroperoxidases, peroxidase de rabanete, lignina peroxidase, manganés-peroxidase e lacase
também tém sido realizados (Kamida et al., 2005).

A peroxidase de Rabano (HRP) é uma das mais estudadas, esta enzima catalisa a
oxidacdo de varios substratos onde se incluem compostos aromaticos do tipo fenol, bifenol,
anilinas, benzidinas e compostos heteroaromaticos relacionados. A HRP pode remover fendis
e aminas aromaticas diferentes da agua, com eficiéncias de remocdo para alguns poluentes
superiores a 99% (Akhtar e Husain, 2006). Outras fontes de peroxidase, como o
meldo-de-Sdo-Caetano também ja apresentaram boa capacidade para degradacdo de compostos
fenolicos que ocorrem em efluentes de industrias téxteis (Akhtar e Husain, 2006). O
tratamento foi notavelmente eficaz em misturas de fendis, mas a peroxidase soltvel deixou de
funcionar depois de 3 h, enquanto a peroxidase imobilizada continuou ativa.
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4. CONCLUSAO

Este trabalho representa um primeiro esforco de se explorar novas alternativas ao
tratamento de &guas residuais. A capacidade de degradacdo de compostos fendlicos pela
peroxidase de Echinolaena inflexa € comparavel aquela estudada para outras fontes vegetais,
mas com o diferencial de que a enzima continua ativa numa amostra real de efluente
néo-tratado.

O presente trabalho permitiu concluir que a graminea Echinolaena inflexa apresentou um
teor elevado de atividade da peroxidase, 0 que a torna fonte alternativa para aplicacdo em
tecnologia enzimatica. Os extratos de E. inflexa contendo peroxidase também foram capazes
de degradar compostos fendlicos em condicdes controladas de laboratdrio e em amostras reais
de efluente agroindustrial.

Entretanto, sdo importantes outros estudos para gerar reatores que possam tratar efluentes
com compostos fenodlicos de maneira alternativa e eficaz. Além disso, ha a necessidade da
realizacdo de testes de caracterizacdo de fendis de cada efluente, para dessa forma entender a
acdo da enzima em aguas de diferentes origens. A exploragdo de plantas do Cerrado, se feita
de forma sustentavel, pode resultar na descoberta e no desenvolvimento de ferramentas
tecnoldgicas de baixo custo e de alta eficiéncia para a recuperagdo de aguas contaminadas.
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