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RESUMO

As peroxidases sdo enzimas que tém aplica¢cbes @rsaé campos
como a medicina, a sintese quimica, na analise lideerdos, em novas
aplicacbes ambientais como desintoxicacdo e remdeadiversos poluentes
organicos como fendis, aminas aromaticas e coradéesagua residuais.
Algumas limitagBes na utilizacdo de enzimas livieeno a estabilidade e a
capacidade catalitica, diminuem com a complexiddake efluentes. Algumas
destas limitagdes sdo superadas pelo uso de enmenfisma imobilizada, as
guais podem ser utilizadas como catalisadores eampd de vida longo, sendo
um meio eficaz para efetuar a reutilizagdo da emzémpara melhorar a sua
estabilidade. Para que enzimas apresentem uma chaidsilidade, baixo custo
e altamente ativas, varios suportes tém sido adibz nos processos de
imobilizacdo, como a quitosana. Os experimentaficconduzidos tendo como
objetivo a preparacdo das esferas de quitosan&zaotlb como agente
reticulante o glutaraldeido para a imobilizacdoedaima peroxidase de nabo
por um processo de baixo custo. Foram determinadasaracteristicas do
suporte e o efeito de imobilizacdo na atividademizima. Apos a determinacao
das melhores condi¢cdes de imobilizacdo da enzilgamas propriedades do
sistema imobilizado foram comparadas com a enzimra, lincluindo o pH
6timo e a temperatura, a estabilidade de armazeniaaeaplicagdo na remocao
de corante téxtil e reutilizacdo. A peroxidasectiacterizada e imobilizada com
sucesso nas esferas de quitosana reticuladas. @@mbl 7,0 foi o mesmo para
ambas as peroxidases livre e imobilizada, entretarimobilizacdo resultou na
estabilizacdo da enzima em uma ampla variacdo ¢de prhbas foram ativas na
faixa de temperatura de 3C a 50°C, o que favorece o uso de processos
industriais. Verificou-se que a enzima imobilizaaf@resentou-se mais estével
em relacdo ao armazenamento quando comparadandaeinaie. Ambas foram
utilizadas na remoc¢do do corante Remazol BrillBloie R. Nos experimentos
de descolorag¢@o com peroxidase imobilizada, da@nfienos foram observados,
descoloracdo devido a adsorcdo sobre o suportd50),e degradacdo do
corante devido a acdo da enzima (27,50%). A enknimgaproporcionou 62,86%
de remocdo da cor. A imobilizagdo da enzima préappou um aumento na
estabilidade da enzima frente alguns parametrasm afle possibilitar a
recuperacao e sua reutilizacdo. A enzima imobitizapresentou um potencial
na remoc¢do de cor do corante de 61,17% apds 6scitinsecutivos e uma
atividade residual de 55,25% ap6s 5 ciclos consesude seu reuso. Estes
resultados s&o significativos com possibilidade ajdicacdo de enzimas
imobilizadas em setores industriais levando a wedagéo do custo operacional.

Palavras-chave: Enzima. Glutaraldeido. Remazol. llis#Bii. Blue R.
Descoloracdo. Armazenamento.



ABSTRACT

Peroxidases are enzymes that have applicationsaity rfields such as
medicine, chemical synthesis, food analysis, andv nenvironmental
applications, like detoxification and removal offieais organic pollutants such
as phenols, aromatic amines and wastewater dyese 8mitations on the use
of free enzymes, like stability and catalytic akijlidecrease with effluent
complexity. Some of these limitations are overcdmehe use of immobilized
enzymes, which can be used as long-life catalystsaae effective means to
reuse the enzyme and to improve its stability. ideo for enzymes to present
higher durability, low cost and high activity, vaus supports, such as chitosan,
have been used in immobilization processes. Therarpnts were conducted
with the objective to prepare chitosan beads, ugintaraldehyde as a cross-
linking agent, for the immobilization of turnip medidase through a low-cost
process. The support characteristics and the effdotmobilization on enzyme
activity were determined. After the determinatiohtlee best conditions for
enzyme immobilization, some properties of the imilimdd system were
compared with the free enzyme, including optimumantd temperature, storage
stability, application in the removal and reusehsf textile dye. Peroxidase was
successfully characterized and immobilized on ttesszlinked chitosan beads.
The optimum pH (7.0) was the same for both freeiamdobilized peroxidases;
however, immobilization resulted in the stabilipatiof the enzyme through a
wide pH range, and both were active in the tempegatange between 30 °C and
50 °C, which favors the use of industrial processesas found that the
immobilized enzyme was more stable, when compagethé free enzyme,
regarding storage. Both were used in the remov#h@fdye Remazol Brilliant
Blue R. In discoloration experiments with immobdliz peroxidase, two
phenomena were observed: discoloration, due torpii®o on the support
(60.45%) and dye degradation, due to the actioth@fenzyme (27.50%). The
free enzyme removed 62.86% of the color. Enzymeadhihization resulted in
an increase in enzyme stability regarding certairameters, besides enabling its
recovery and reuse. The immobilized enzyme showeotential of 61.17% for
the removal of the dye color after 6 consecutivles/and a residual activity of
55.25% after 5 consecutive cycles of its reuses&mesults are significant, with
the possibility of application of immobilized enzgm in industrial sectors,
leading to a reduction in operating costs.

Keywords: Enzyme. Glutaraldehyde. Remazol Brilli@itie R. Discoloration.
Storage.
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PRIMEIRA PARTE

APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertat@mawesentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item artigo.
As referéncias bibliograficas referem-se somente ciia¢bes que

aparecem na introducéo e no referencial teérico.
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1 INTRODUCAO

As enzimas apresentam vdrias propriedades (atejdadletividade,
especificidade) que as tornam atrativas como eatidres para
biotransformagc@es. Um grande numero de enzimasyepientes de uma
variedade de vegetais e microrganismos, vem sqmésentadas como capazes
de desempenhar importantes papéis em diferentésagi@s nas industrias
quimica, alimenticia, téxtil, de papel e na agtimal, resultando em
significativas reducdes de custos. A tecnologia edeimas é um campo
multidisciplinar, e reconhecido pela Organizaca@m@aCooperacdo Econbmica
e Desenvolvimento (OCED) como importante compondotélesenvolvimento
industrial sustentavel. Esse desenvolvimento tetimekdo as inddstrias
quimica e farmacéutica a utilizarem a tecnologiaedgimas com interesse
concentrado nas areas da saude, de energia e doambiente (CARDOSO;
MORAES; CASS, 2009).

Entre as enzimas estudadas destacam-se as peesxida® S&o
empregadas na industria devido as suas propriedatiftica e a versatilidade
de reconhecer diversos substratos. Apresentamaefés na area de sintese
organica, remocao de compostos fendlicos em residdaoistriais, construcao e
aplicacdo de biossensores, imunoensaios enzim&idasinuicdo de residuos
poluentes de industria de tecidos, que utilizaraseenzimas em processos de
descoloracéo.

Estas enzimas catalisam a reducédo do perdxidoddegéinio, enquanto
um doador de elétrons é oxidado, e podem ser addiz na remocdo de
compostos fendlicos e aminas aromaticas em soluggessas. Além disso,
alguns autores mostram que a oxidagdo de compostosdos é estimulada

significativamente por meio da utilizacdo de enzmedativas.
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Devido a ampla utilizacdo das peroxidases, prihcipate como
biocatalisador ambiental, ha um interesse crescpatenovas fontes desta
enzima e por processos de obtencdo de baixo chdisso grupo de pesquisa
concluiu, dentre varios vegetais estudados, qaizalo nabo é uma 6tima fonte
de peroxidase, e pode ser obtida por um procesBaige custo. A enzima bruta
foi investigada, quanto & remocao de uma sérieodentes da industria téxtil
com resultados bastante promissores (SILVA ef@l ?).

Entretanto, as peroxidases, assim como quaisqagn&s, estao sujeitas
a inativacdo por diversos fatores quimicos, fisiedsiol6gicos, podendo estes
ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Rmrtestudar formas de
armazenamento da enzima é relevante no sentidacdatear uma condicdo que
resulte na manutencdo da sua atividade catalitiéen disso, para que a catélise
seja eficiente em um determinado processo, hé sidede de proteger a enzima
de interagir com o meio no qual é realizada a wagéis 0 mesmo poderia
provocar a sua inativacdo, impossibilitando a ssala reacdo. A estabilidade e
capacidade catalitica de enzimas diminuem com glexidade dos efluentes.
Considerando isso, ha a necessidade de estalilizazima e protegé-la contra
essa inativacdo podendo utiliza-la nas suas vamisacoes. Faz-se entéo,
necessario, o0 emprego de um método para que a nmé&nEerca sua atividade
catalitica e sua seletividade. Frente a este prahlearias técnicas vem sendo
desenvolvidas para fornecer estabilidade as enanfedlitar sua recuperacao e
utilizacao.

A imobilizacdo de enzimas tem se mostrado, nomdtitempos, uma
ferramenta para melhorar as propriedades enzirsaiioeno a alta atividade e
seletividade, representando uma alternativa pacandugédo de bioprocessos
uma vez que, teoricamente, os biocatalisadoresilizantns ficam retidos para
serem varias vezes, 0 que acarreta economia sehii no custo global do

processo. A fixacdo ou encerramento das enzimasseportes sélidos
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proporciona diversas vantagens sobre as enzimass,litais como: maior
estabilidade operacional e aumento da vida Utiledaima, facilidade de
separacdo do produto do catalisador em processditicns e em reatores de
fluxo continuo.

Véarios tipos de suportes solidos vém sendo estwdgolmra a
imobilizacdo de enzimas. Entre estes destaca-séa@sana, que possuiu Varias
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas queormatn muito versatil
quimicamente. E um polissacarideo amino, derivadn ptocesso de
desacetilacdo da quitina, um produto natural, deobausto, renovavel e
biodegradavel, de grande importancia econdmica leiemtal e foi o suporte

testado neste trabalho na imobilizacdo da perozidasabo.

1.1 Objetivo geral

Armazenamento e imobilizacdo da enzima peroxidasaida da raiz
do nabo em esferas de quitosana da enzima perexiglealiando seu potencial
de aplicacdo na biodegradacdo do corante Remail@iBlue R.

1.2 Objetivos especificos

a) extrair a peroxidase da raiz do nabo;

b) otimizar os parametros de imobilizacdo da enzimexiase da raiz
do nabo, avaliando o tempo de contato da enzimrmaccsuporte e a
relacdo da concentracdo da enzima com o suporte;

c) estudar a estabilidade da enzima livre e imobitizad

d) armazenar a enzima livre e imobilizada sob vauaslicoes;

e) avaliar o potencial de reutilizacdo do complexareazsuporte.
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f) avaliar a capacidade de degradacdo do corante RbMebiant
Blue R (RBBR) catalisada pela peroxidase da rainamo na sua

forma imobilizada e livre.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Enzimas como biocatalisadores e suas aplicagcfes

As enzimas sdo substancias naturais envolvidaso€as tos processos
bioguimicos que ocorrem nas células vivas. Sao enamléculas geralmente
proteicas, imprescindiveis a qualquer ser vivo,spaceleram as reagbes
quimicas que mantém e regulam 0s processos vitais.

Caracterizam-se pela alta especificidade e efi@éne se fazem
necessarias em baixas concentracdes. Em muitosssmx as enzimas podem
substituir substncias quimicas sintéticas e dmritri para processos de
producdo ou gerar beneficios para 0 meio ambiepim; meio da
biodegradabilidade e pelo menor consumo de en@rfiNINGER; NELSON;
COX, 2011).

As enzimas apresentam varias propriedades queraantoatrativas
como catalisadores para biotransformacdes. Saolisegiaes versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente pada ¢ipo de reacdo organica.
A aplicacdo de biocatalisadores na indistria étolge muitas investigacdes,
devido a alta atividade catalitica em comparacidm oos catalisadores
convencionais, e pelo fato de atuarem com altaiéefia em condicbes
reacionais bastante suaves (DALLA-VECCHIA; NASCIMED, SOLDI,
2004). Essas propriedades tém estimulado as imkigtiimica e farmacéutica a
utilizarem a tecnologia de enzimas com interesseamtrado nas areas da
saulde, de energia e do meio ambiente (CARDOSO; MEIRAEASS, 2009).

A tecnologia enzimatica despontou como &rea destigacao no inicio
de 1960, com a imobilizacdo de enzimas para uliaaem processos quimicos
(KRAJEWSKA, 2004). Desde entao esses biocatalissd@m sido empregados

em diversos segmentos, incluindo a sintese de csingbioativos e de novos
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biopolimeros, metodologias analiticas por meio alestrucao de biossensores,
terapia enzimatica e processos em industrias toadiis como 6leos e gorduras,
curtumes, papel e celulose, téxtil e cosméticasI(HS et al., 2011).

Com o avanco da tecnologia enzimatica, a seldeamovas enzimas, a
producéo de enzimas por tecnologia do DNA reconmiténa a engenharia de
proteinas permitiram a modificacdo das propriedadedicas e da estabilidade
gue contribuiram para o desenvolvimento de novag&es na tecnologia de
reatores enzimaticos e nas técnicas de imobilizggBMSAN, 2006).

As pressdes governamentais, a regulamentacdo aseasr novas
tecnologias e as descobertas cientificas, no entaomdicionam o crescimento
do mercado das enzimas. O desenvolvimento de tmgimsel com base
enzimatica tem direta correlagdo com a procura deos produtos para
diferentes segmentos do mercado. De acordo constirydViarket Research for
Business Leaders, Strategists, Decision Makers2(204 mercado global de
enzimas industriais foi de 5,1 bilh6es de délam2608 e a projecado é de que 0
crescimento anual foi de aproximadamente 6,3%, cestimativa de
movimentacéao de 7,0 bilhdes de dolares para 2013.

O mercado mundial das enzimas divide-se em tréser@gs: enzimas
empregadas na indUstria de alimentos, enzimasctce enzimas empregadas
na producdo de racdo animal. Destes trés grupatacden-se as enzimas
destinadas aos setores de alimentos, que sdo edpsedasicamente na
producdo de xarope de aclcar invertido e de comgpaetmatizantes, e as
enzimas técnicas, que sdo utilizadas na formuldeadetergentes, producao de
papel e celulose, manufatura de couros e produgddamnacos. Este € o
principal mercado consumidor de enzimas, detendoxapadamente 50% do
total das enzimas comercializadas. Outras emprdeasnvolvem sistemas
industriais de conversdo de biomassa para tranaf@onenzimatica de residuos

agricolas em etanol. Verifica-se também a introdwié enzimas na producéo
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de plasticos derivados de matérias-primas nao naiigis do petréleo, na
producdo de fontes alternativas de energia, commoa®mbustiveis, ou outros
materiais relacionados (GUISAN, 2006; MENDES et2011; SA-PEREIRA et

al., 2008).

Muitas vezes, para um determinado processo bifttatala enzima
nativa ndo atende aos requisitos para aplicacagramde escala, e as suas
propriedades, portanto, necessitam ser otimizadamaduladas. O papel de
engenharia de proteinas € o de ultrapassar asdieis de enzimas naturais
como biocatalisadores, otimizando quimiosseletigdaregiosseletividade e
principalmente, estereosseletividade do biocatidisaaspectos relacionados a
processos como estabilidade a longo prazo em desmias temperaturas e
valores de pH e a atividade na presenca de coacées elevadas de substrato
para atingir a produtividade méxima. Desta forrdanicas de imobilizacdo tém
sido empregadas com o objetivo de reutilizar asrasSINGH et al., 2013).

O uso de biocatalisadores imobilizados (enzimasélelas) é uma
estratégia e importante ferramenta para estabizeeduzir a inativacédo por
distorcdo da sua estrutura nativa por influénciatelaperatura, pH e de
solventes organicos, o que pode ser atrativo papliGacao de enzimas no setor
industrial, a ser utilizada para a conducado derbmgssos em varias situacoes.
Aliada a engenharia, bioquimica, microbiologia eéiia, esta tecnologia pode
ser utilizada como uma ferramenta para aumentdiici@reia de processos
biotecnoldgicos e, consequentemente, reduzir cdetgsoducdo (CARVALHO
et al., 2005; SHELDON, 2007).

2.2 Enzima peroxidase e suas aplicacdes

As peroxidases (E.C. 1.11.1.7, doadeDoxidorredutase) sdo enzimas

gue catalisam a reducdo do peroxido de hidrogéhi@.j ou outro perdxido
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organico, enquanto um doador de elétronsjjAHoxidado. A reacdo ocorre em

varias etapas, como mostrado a seguir:

Peroxidase + H ,0, — Compostol + H ,0 1)
Compostol + AH, - Compostoll + AH * (2)
Compostoll + AH, — Peroxidase + AH "~ + H,0 3)

No primeiro estdgio do processo catalitico ocorreagéo do sitio ativo
com o peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidnig@ reduzido produzindo
agua e a enzima é oxidada formando o composto &, fanma intermediaria
reativa que apresenta um estado de oxidacdo ntaigral comparacdo com a
enzima nativa. No segundo estégio da reacdo, oa@ximpoxida uma molécula
de substrato (A, gerando um substrato radicalar e o composteialmente,

0 composto Il é reduzido por uma segunda moléoelsutbstrato, fazendo com
gque a enzima retorne a sua forma inicial (HINERI.e2001).

Os radicais livres formados durante o ciclo {Adifundem-se do sitio
ativo da enzima para o meio da solucdo. Estesaiadivres sdo reativos e
tendem a iniciar uma reacdo espontdnea, em cagi@iague as moléculas
aromaticas sao ligadas formando um produto poliatimm com solubilidade
reduzida 28H* — A;Hy) | (NICELL, 1994).

A maioria das moléculas poliaromaticas sollveisdpradas apresenta
caracteristicas de substrato da enzima, sendo moxamoxidadas pela reacéo.
Consequentemente, a demanda d&.Hpara a reacdo global de um substrato
aromatico é sempre maior do que 0 previsto pekgegtmetria da reacdo. O
resultado subsequente desta oxidagdo é a formag@adkias ainda maiores
com solubilidade reduzida (NICELL et al., 1992).

As enzimas peroxidases possuem especificidade poa ampla

variedade de substratos aromaticos, como fendiiemdis, aminas aromaticas
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primarias e poliaminas aromaticas primarias. Eseagimas podem ser
encontradas em microrganismos, plantas e tambémamiferos. A funcao
biolégica das peroxidases envolve sintese de vhrmasoléculas e também a
detoxificacdo por meio da destruicdo dgOH (VAN DE VELDE; VAN
RANTWIJK; SHELDON, 2001).

As peroxidases podem ser classificadas em tréasrfanpilias: planta
peroxidase, animal peroxidase e catalase peroxidassuperfamilia planta
peroxidase esta ainda dividida em trés classescalelo com sua origem: classe
I, peroxidases intracelulares que incluem a citmer@ peroxidase de levedura,
a ascorbato peroxidase e a catalase-peroxidaseribaet (PASSARDI et al.,
2007); a classe Il, que consiste em peroxidasegidas extracelulares:
ligninases, ou lignina peroxidase e manganés [@aes, glicoproteinas
monomeéricas que estdo envolvidas na degradacégriaal e sdo comumente
estudadas na descoloracao de corantes e a clasagelcompreende as classes
vegetais, sendo a isoenzima C da horsehadish dasmxio exemplo mais
estudado (DUNFORD, 1999; HUSSAIN, 2009).

Peroxidases de plantas tém sido amplamente inadsgguanto a sua
aplicacdo em poluentes organicos e outras arestthelo Filho e Vieira (2002)
avaliaram o0 uso de extratos brutos vegetais riaos peroxidase para a
determinacdo de véarios analitos de interesse dioien ambiental,
farmacéutico, industrial e tecnoldgico.

Silva et al. (2012) estudaram os seguintes veggtai® a obtencdo da
peroxidase: naboBfassica campestressp. Rapifera), rabanetdRgphanus
sativus) abobrinha Curcubita pep} jil6 (Solanum giloRaddi) e batata-doce
(Ipomoea batatagl.) Lam), entre estes, a raiz do nabo apresentou a ntais al
atividade enzimatica. No trabalho também foram iadak condigBes que
melhorassem a obten¢do da enzima peroxidase dadwoaizabo durante o

processo de extracdo, constatando que a solucéaioeatcontendo NaCl 0,2
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mol L™ acarreta maior atividade enzimatica (extrato drenziméatico). Essa
enzima apresentou atividade maxima em pH 7,0 eiv@ ata faixa de
temperatura de 30 °C a 50 °C, o que favorece autiliTacdo em processos
industriais. Na purificacdo parcial da peroxidaseagente precipitante mais
eficiente foi a acetona.

Enzimas tais como lignina peroxidase e manganésxigase, ambas
associadas com a degradacao de lignina, podentilseadas com sucesso para
0 biobranqueamento na indUstria do papel, e podedhupir quebra oxidativa
de corantes sintéticos azo. A horsehadish peraxidB$’R) bem como as
peroxidases de soja e nabo estdo sendo aplicadasaphiorremediacdo de
efluentes contaminados com fendis, creséis e fewfosados (MAYER;
STAPLES, 2002; REGALADO; GARCIA-ALMENDAREZ; VAZQUEZ
2004).

As peroxidases também sdo utilizadas em sistemafitiecas em
biossensores para a determinacdo de peréxido degbito e hidroperéxidos
organicos, glicose, alcoois, glutamato e colinakémde diagndstico, tais como
a quantificacdo de acido Urico, colesterol, lagtoseentre outros. Testes
imunoenzimaticos como o teste de ELISBngyme Linked Immuno Sorbent
Assay que permitem a deteccdo de anticorpos especificggasma sanguineo
utilizam-se de enzimas na qual as peroxidases itlmsais comuns utilizadas.
A evolucdo destes métodos parece ser uma alteanpfiva projetar novas
formas cataliticas de peroxidases de plantas dedatiferentes para superar os
problemas de estabilidade e aumentar a resist@roigca (HAMID; KHALIL,
2009; REGALADO; GARCIA-ALMENDAREZ; VAZQUEZ, 2004).

As principais classes de enzimas que apresentarengiat no
tratamento de uma variedade de compostos colos#tmas oxirredutases, como
lacases e peroxidases (AKHTAR et al, 2006; BHUNI®SURANI;
WANGIKAR, 2001; YANG et al., 2003) e seu uso poder sima pratica
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interessante para a descoloragdo de corantesictintéPeroxidases podem
catalisar a transformagéo/degradacdo de corantematicos, tanto por
precipitacdo como pela ruptura do anel aromaticAMHD; KHALIL, 2009;
HUSSAIN, 2009). Varios estudos foram realizadodizatido peroxidases de
plantas na descoloracdo de corantes.

Varias sdo as dificuldades da utilizacdo de peesed livres na
descoloracdo e degradacdo de corantes. Uma novdagbm baseada na
aplicacdo de enzimas imobilizadas para o tratam@g@toompostos aromaticos
tem aumentado a demanda devido ao seu menor img@tote os ecossistemas.
Além de maior estabilidade, as enzimas quando ilimabias podem adquirir
propriedades adicionais vantajosas; enzimas imzabiis podem ser usadas
repetidamente ou continuamente em uma variedadeeak®res, pode ser
facilmente separadas dos produtos de reacdo seléw&ibstrato ndo tratado o
gue envolvem a reducdo do custo operacional, enm@g@ continua de
metabdlitos toxicos, simplificando o trabalho e ndendo aos processos
industriais (MATTO; HUSAIN, 2009).

Varios esforcos tém sido feitos para desenvolvasrosedimentos para
a imobilizacdo de peroxidases de varias fontes, anasioria das preparacdes
de enzimas imobilizadas utilizam as enzimas comleneinte disponivel ou

suportes caros que aumentam o0s custos dos processos

2.3 Imobilizacdo de enzimas

A imobilizagdo pode ser definida como o movimer#o mdependente
das células ou enzimas na parte aquosa do sigt@mastarem alojadas dentro
ou na superficie do agente imobilizador (TAMPIONAMPION, 1988). A
imobilizacao também é definida como a fixacdo dareas ou células vivas em

um ambiente, de maneira que sua atividade catalitido seja afetada
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negativamente e que possam ser usadas repetidaraertentinuamente
(GUISAN, 2006).

A utilizacdo de formas enzimaticas imobilizadas & fdndamental
importancia para aumentar a potencialidade dosns&s enzimaticos no
tratamento de residuos industriais. Consequentementitos suportes tem sido
utilizados para a imobilizagdo de enzimas de issreDe maneira geral, a
utilizacdo de enzimas suportadas tem-se mostradiartia conveniente,
principalmente em fun¢éo do aumento da sua estaBiéi quimica e térmica.

As enzimas sao moléculas sollveis em agua e osserepetido, o qual
€ importante para viabilizar um processo econdn@écproblematico devido ao
fato de que elas sao dificeis de serem recupededts meio além da separacdo
dos substratos e produtos. Muitas enzimas ndo meatemente estaveis
dentro das condi¢cdes operacionais, e elas podederparatividade catalitica
devido as altas temperaturas, auto-oxidacdo, dgéstdo e/ou desnaturacdo
pelo solvente e solutos ou devido a danos fisisgeodutividade de processos
industriais, medidas de rendimento em funcao dpoe@ frequentemente baixa
devido ao limite tolerado pela enzima para altaxentracdes de substrato(s) e
produto(s). Estes problemas podem ser solucionpdts imobilizacdo de
enzimas e biocatalizadores (CASTILLO et al., 199&TAR; HUNSAI, 2011).

Para a obtencdo da diminuicdo no custo global meepsos que
utilizam enzimas imobilizadas, o procedimento dehitizacdo deve atender a
alguns requisitos, como baixo custo, boa recuperdadatividade enzimatica e
que a meia-vida operacional da enzima imobilizagja suficientemente longa.
(CASTRO et al., 2008; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SDI, 2004).
Deve-se sempre considerar que a atividade da enz@jaamantida apos a
imobilizacdo, ou seja, ndo deverdo ocorrer altem@struturais que levam a

mudancas em seu sitio ativo (MENDES et al., 2011).
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Processos de imobilizacdo e aplicacdes industéaissido relatados na
literatura, incluindo a sintese de compostos hioate de novos biopolimeros,
metodologias analiticas por meio de construcdo wssénsores, terapia
enzimatica e processos em industrias tradicionaiwoc 6leos e gorduras,
curtumes, papel e celulose, téxtil e cosméticos NMES et al., 2011;
RASERA, 2006).

2.3.1 Métodos de imobilizacao

Na literatura, inUmeros métodos de imobilizagdcedeimas tém sido
descritos e utilizados para contornar os possiweiblemas de instabilidade e
otimizar as varias aplicagdes. Em rea¢fes quiméchfoquimicas, o0 uso de
enzimas puras pode ser dispendioso e seu despég® aiso € economicamente
invidvel. Além disso, a recuperacdo do meio readipnde ser dificil.

Os métodos de imobilizagdo variam da simples liggudr adsorcéo
fisica em suportes diversos até a encapsulacdo atrizes de sol-gel e
granulacgdo. Varias técnicas podem ser aplicadasiparbilizar ou confinar as
enzimas em suportes sélidos, estando baseadas eanismos fisicos e
guimicos. Entre os métodos de imobilizacdo quireitdo: ligacdo da enzima
no suporte por ligacdes ibnicas; ligacdo da enzimasuporte por ligacdes
covalentes; ligacdo cruzada entre a enzima e ortsypigacdo da enzima no
suporte promovida por reagentes multifuncionaisRAXA; KUBOTA, 2002;
KHAN; AKHTAR; HUSAIN, 2005; SHELDON, 2007). Os mélos fisicos
envolvem o confinamento das moléculas de enzim&raelos poros de uma
matriz polimérica, micelas reversas, microcapsutas entre membranas
macroscOpicas (DURAN et al, 2002). Na Figura 1 éostnada,
esquematicamente, a classificacdo dos métodazadiils para a imobilizacao de

enzimas.
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Ambos o0s métodos fisicos e quimicos possuem suatagems e
desvantagens que dependem de vérios fatores. Acadsfisica € o método
mais simples e 0 mais empregado para imobilizagdendimas. Nesse caso, 0
biocatalisador é estabilizado por interacfes cosmpmorte como forgas de van
der Waals, ligacdes de hidrogénio e ligacOes i@niéa principais vantagens
deste processo de imobilizacdo sdo a facilidadsimglicidade do processo, a
estrutura conformacional da enzima é pouco altezaalém de ser um processo
de menor custo. A grande desvantagem é a dessdec@mzima devido as
variagBes de temperatura, pH e forca i6nica (DURAIMI., 2002; MENDES et
al., 2011).

Em geral, os métodos de imobilizacdo quimica tendemeduzir a
atividade da enzima. A imobilizag&o por ligagdoatemte baseia-se na ativagdo
de suportes com a inser¢cdo de grupos reativos €ggem com 0S grupos
nucleofilicos da enzima. Esta técnica ndo € comumoco método de adsorgéo

fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o femdde dessorcéo.
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METODOS PARA IMDBILIZA(;JE\O DAS ENZIMAS
Fisicos QuiMicos
AR MEMBRANAS LIGAGAD uGagio
! MACROSCOPICAS 1GNICA COVALENTE
| = 1
@ i —@I
LIGAGAD DA x LIGACAD DA
ENZIMA NO éﬁ?zi%?x ENZIMA NO
o SUPORTE Fehing) SUPORTE
MICELAS JI;EA’“G\\IFEE\ISTEE EMZIMA E O LIGF;C’%ED
REVERSAS -- @ = SUPORTE GEAILOES
BIFUNCIONAIS COVALENTES
(E)

E |
Figura 1 Métodos mais comuns utilizados para a ilizabao de enzimas
Fonte: DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI (2004)

A selecdo das condicdes para a imobilizagdo pacdig covalente é
mais dificil que em outros métodos de ligacido emosas. E necessario
conhecer a densidade dos grupos ativos por unidladeea do suporte e a sua
geometria para reduzir a formacdo do complexo emzinporte inativo. Este
método pode também afetar a estrutura ativa danenzlevido a alteragéo do
centro ativo, contudo se a ligacdo covalente néiabilizar o sitio ativo, pode-
se obter uma maior eficiéncia catalitica. Suascjpais vantagens sao a maior
resisténcia do biocatalisador quanto a variacapHietemperatura e influéncia
de solventes orgéanicos; os derivados preparadosnpadr empregados em
diversas conformacdes de reatores, como fluxo meomtiempacotado, tanque
agitado e leito fluidizado e, a carga de enzimanpeece constante apés a etapa
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de imobilizacdo (CANO; MINGUILLON; PALET, 2006; CARO et al., 2008;
HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).

O procedimento de imobilizagdo por oclusdo em géismembranas
organicas corresponde ao confinamento do mateéddico em uma matriz
polimérica ou em uma membrana semipermeavel, sesikiema revestido por
uma membrana polimérica permeavel, para reduzixi@acdo do material
bioldgico. Este tipo de imobilizacdo apresenta ande vantagem de se poder
utilizar qualquer tipo de enzima. No entanto, exabdesvantagem de lixiviagdo
do material enzimatico, devido aos diferentes tdroame poros nos polimeros,
como também problemas de tempo de resposta, gdaldide de difusdo das
espécies envolvidas através das membranas (ALFAKYJBOTA, 2002).

O processo mais amplamente utilizado baseia-se omaafao de
ligagBes cruzadas entre 0os grupos amino do suporteos grupos amino da
enzima, ou da formacgéo de ligacdes cruzadas intecoiares com a formagéo
de particulas insoliveis macroscopicas, pela atifip de reagentes bi- ou
multifuncionais. O reagente multifuncional é gerahte uma molécula que
possui a capacidade de ligar a enzima ao suporémios/ reagentes
multifuncionais podem ser utilizados, envolvendofemintes tipos de
aminoacidos das enzimas e grupos funcionais dorteupBntre os agentes
multifuncionais mais utilizados pode-se destacglutaraldeido, carbodiimida e
y-aminopropiltrietoxissilano (FRANCA et al., 2008;0HAMED et al., 2013;
VILLELA , 2006). As principais vantagens deste nadét@sao a simplicidade de
execucdo e a forte interacdo da enzima com o supBritretanto, também
apresenta grandes desvantagens, como a dificulldadentrole da reacéo, o uso
de grandes quantidades de enzima, baixa atividademaética (ALFAYA,
KUBOTA, 2002; SHELDON, 2007).

Dessa forma, a escolha entre os métodos fisicosng@aps depende de

varios fatores. Usualmente, é preferivel obter emmma com menor atividade,
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mas com maior estabilidade do que uma enzima comalta atividade, mas
gue possua uma pequena estabilidade (DURAN et2@02). Em algumas
situacdes, quando se deseja obter enzimas imal@izeom maior atividade, ou
aumentar a resisténcia mecanica dos suportes.ofneadavel a utilizacao de
uma combinacdo de métodos para a imobilizacdo denas. Por exemplo,
pode-se melhorar a estabilidade da enzima imobdizgpor adsorcdo
promovendo-se uma ligacdo cruzada entre as mo#adaenzima com o
glutaraldeido (CASTRO et al., 2008).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas pode ultrapasdégumas destas
limitacBes e fornecer catalisadores estaveis cargo® tempos de vida. Em
particular, imobilizacdo de peroxidases por ligac@valentes retém alta
atividade da enzima e € eficaz na remocado de cdaogpéndlicos e cor numa
ampla faixa de pH e temperatura ( ZILLE, 2003).

Apesar da grande diversidade de métodos desenesleidiplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo ha um método aplichmeh todas as enzimas
(MENDES et al., 2011). A escolha do método de ildgdo a ser utilizado
para imobilizacdo de uma determinada enzima passegssariamente, por
analise da aplicacdo a que se destina o sistentenclona enzima imobilizada.
Uma vez definida a aplicacdo e condicfes operasiamade a enzima devera
atuar, pode-se entdo avaliar, entre as técnicperdigis, aquela que melhor se
adeque as necessidades exigidas. E importantearavaliempo e os custos
necessarios para viabilizar o método de imobiliaastolhido, uma vez que tais
pardmetros irdo refletir no processo, portanto, oastos do produto final
(CASTRO et al., 2008; SILVA, 2000).

Na Tabela 1 estdo apresentados de modo resumidprirspais

vantagens e desvantagens dos cinco métodos bdsiamsbilizacao.



Tabela 1 Vantagens e desvantagens dos cinco méiadizes de imobilizacdo

Caracteristica natural Vantagens &svantagens
Adsorg¢éo Ligacdes fracas Facilidade operacional Dessorgéo
Perda limitada da atividade Adsor¢éo ndo especifica
enziméatica
Ligacao Ligacdo quimica entre os grupos Nenhuma barreira de difuséao Matriz ndo regeneravel
covalente funcionais da enzima e do Estavel Produto téxico com o

suporte

Curto tempo de resposta
Alta atividade enzimética

acoplamento

Confinament
0]

Incorporagdo da enzima dentro
de um gel ou um polimero

A atividade catalitica ndo é
influenciada por interagtes
guimicas entre 0 mondémero e
a enzima

Varios tipos de enzimas
podem ser imobilizadas
dentro de um mesmo
polimero

Barreira de difusao
Vazamento de enzima

Altas concentracdes de
mondmero e necessidade de
enzima por
electropolimerizagéo

Ligacao-
cruzada

Ligacao entre enzima e agente
de reticulagcao
(Ex.glutaraldeido)/ molécula
inerte (Ex., BSA)

Simples

Perda da atividade enzimatica

Afinidade

Ligacao por afinidade entre um
grupo funcional em um suporte
(Ex., avidina) e afinidade em
uma sequéncia de proteina (Ex.,
Biotina)

Imobilizagdo controlada e
orientada

Necessidade da presenga de
grupos especificos na enzima
(Ex., His, Biotina)

Fonte:SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER(2012)

Lc



28

2.3.2 Tipos de suportes

As propriedades das preparacbes de enzimas inam#bz séo
influenciadas pelas propriedades da enzima e deri@atio suporte. A interacéo
entre esses dois componentes proporciona um deriaodbilizado com
propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicasé&icas especificas.

Ha uma imensa variedade de suportes que tem sidmdhs para a
imobilizacao de enzimas e, de modo geral, podédassifica-los de acordo com
sua natureza quimica, em suportes organicos ogéanmos, sendo possivel
apontar uma série de vantagens e desvantagensadasoa cada um desses
tipos de suportes (CASTRO et al., 2008).

Muitos suportes orgénicos, sejam naturais ou tgiog tém sido
propostos para imobilizagdo de enzimas e a predomia do uso desses sobre
0s inorganicos deve-se, principalmente, a verdatk que esses materiais tém
de participarem de um grande numero de diferesgdes, 0 que favorece sua
ativacao. Por outro lado, sua aplicacdo em murtesé limitada por uma baixa
estabilidade, bem como a dificuldade de recuperagicatalisador do meio
reacional por métodos simples (KENNEDY; WHITE, 1985IELDON, 2007).
Outro inconveniente associado aos suportes organiparticularmente os
naturais e seus derivados, € susceptibilidadesapi@ide microorganismos.

Na Tabela 2 sdo apresentados alguns exemplogdeesiorganicos e
inorganicos utilizados em processos de imobilizacédo
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Tabela 2 Exemplos de suportes insollveis para limabfio de enzimas

Organicos naturais Organicos sintéticos Inorganicos
Agar/agarose Copolimeros de Alumina
acrilato/metacrilato
Carbono ativado Poli(amida) Celite
Celulose Poli(anilina) Hidroxiapatita
Colageno Poli(estireno) Oxidos metalicos
Dextranas Poli(pirrol) Silica
Gelatinas Poli(vinilalcool) Titania
Quitina/quitosana Poli(vinilcloreto) Vidro poroso
Seda Polimeros de acrilamida Zirconia

Fonte: CASTRO et al. (2008)

A maior contribuicdo para o bom desempenho da enzimobilizada é
dada pelo suporte. Se de um lado um suporte ostariente selecionado pode
aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizddaoutro uma escolha
imprudente pode afetar adversamente ndo sO a letedbi térmica, mas o
desempenho global do sistema (CASTRO et al., 2@8\DES et al., 2011).

A escolha do suporte é tdo importante quanto alescm método de
imobilizacdo a ser utilizado em um determinadoesist Alguns cuidados
devem ser tomados nessa escolha, uma vez quea amdbilizacdo, o suporte
sera o principal constituinte do microambiente eme g enzima estara
imobilizada. Neste sentido, é necessario que segaliadas algumas
caracteristicas do sistema.

Os requisitos basicos para um material ser comrgldeum suporte
adequado sdo: as caracteristicas fisicas do sujmwéen ser adequadas para uso
no reator selecionado; manter a estabilidade qaingicmecénica sob as
condi¢Bes operacionais; conter grupos quimicos zeapale se ligarem ao
biocatalisador; o material constituinte do supal®se permitir a obtencdo de
particulas com dimensdes variadas, a fim de qu®ssa alcancar um ponto de

equilibrio entre a reducéo de efeitos difusionaés aperacionalidade do reator,
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sobretudo quando este for do tipo leito fixo; patade compativel com as
dimensdes do biocatalisador a ser imobilizadost&scia aos microrganismos;
estabilidade térmica; permitir a regeneracédo; umgdoperiodo de vida (til; alta
capacidade de retencéo de enzima (CASTRO et 8B, ZILVA, 2000).
Polimeros naturais vém sendo utilizados como naagede suporte na
tecnologia de imobilizacdo, tais como alginatoragenina, agarose, quitina,
quitosana, e apresentam vantagens de ser atéxi@montpativel e

biodegradavel.

2.3.2.1 Quitina/Quitosana

A quitina, denominacéo usual para o polimpr{l-4) 2-acetamino-2-
deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina), possuindssim, estrutura semelhante a
fibra vegetal denominada celulose (Figura 2 ). ferdnca estrutural entre as
duas fibras deve-se aos grupos hidroxilas localzada posicdo 2, que na
quitina foram substituidos por grupos acetoamino, segundo polissacarideo
natural mais abundante encontrado na natureza & pmssente em uma
variedade de animais marinhos (caranguejo, camiagmsta), insetos, fungos e
leveduras.

A quitosanap (1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicose (Figura 2), é @pipal
derivado da quitina, obtida a partir da desacetdagor processo de hidrdlise
basica . A transformacao da quitina em quitosandifioa suas propriedades, de
modo que a quitosana insoluvel em agua, tornatggedaa maioria dos acidos
organicos, como acido acético, acido férmico e @gidorganicos, incluindo o
acido cloridrico. A quitosana é um produto natudel,baixo custo, renovavel e
biodegradavel, de grande importancia econémica l@esmal. As carapagas de
crustaceos sao residuos abundantes e rejeitadom@éstria pesqueira, que em

muitos casos as consideram poluentes. Sua utitizaghuz o impacto ambiental
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causado pelo acimulo nos locais onde é geradotooads (KRAJEWSKA,
2004; OLIVEIRA; VIEIRA, 2006).

H
=0
"H3

Quitina

{OH \;/OH o < _AOH
N A A
NH2 NH2 NH2
Quitosana

_OH OH _OH

o A o
AT

OH OH

Celulost

Figura 2 Estruturas da quitina, quitosana e cetulos
Fonte:KRAJEWSKA (2004)

A presenca de grupos amino livres na quitosanaaecsasequente
solubilidade em solucdes aquosas de certos a@dos;arater de polieletrdlito e
suas propriedades fisicas, quimicas e biol6gicasam este polimero mais
versatil quimicamente quando comparado com sewgnak quitina. Dessa
forma, a quitosana torna-se uma atraente alteengtéra muitas aplicacdes,
sendo considerada um suporte ideal para imobilizagaenzimas, devido as
propriedades ja citadas, e, principalmente, emdorde sua matéria prima ser
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de baixo custo, pois se trata, principalmente,edéduos da industria pesqueira
(AMORIM et al., 2003; KRAJEWSKA, 2004; OLIVEIRA; HIRA, 2006).

Os biocatalisadores preparados por imobilizaca@eitosana tém sido
empregados na biotransformacao de proteinas, machfd de 6leos e gorduras
e materiais lignocelulésicos, remocdo de contanésaem aguas residuarias,
sintese de compostos de alto valor agregado engmegaas indUstrias
farmacéutica e alimenticia e geracdo de energidfigagdo de enzimas,
preparacdo de sofisticados biossensores para medigdsitu em &guas
residuédrias e quantificacdo de metabdlitos proawszjgblo organismo humano
no controle de enfermidades. Além disso, € ecorammente viavel, e bastante
empregada na medicina, em produtos farmacéuticas,agricultura, em
biotecnologia, na indUstria de cosméticos e de emitos e, também, como
adsorvente na remocdo de corantes e no tratamentflwkntes industriais
(OLIVEIRA; VIEIRA, 2006; MENDES et al., 2011).

Quitosana e quitina sdo materiais suportes parhilizecgdo de enzimas,
os quais podem ser utilizados sob a forma de S e géis e em diferentes
configuracdes geométricas. A preparacdo do geludesgna é favorecida pelo
fato de que o quitosana se dissolve facilmente @uot@es diluidas da maioria
dos acidos organicos, incluindo acido férmico, igcéttartarico e acido citrico,
de modo a formar solugdes viscosas que precipitdome um aumento de pH e
por formacdo de complexos ionotropicos com poliéliébs anidnicos
insoliveis em agua. Desta forma géis de quitosadarp ser transformados em
esferas, membranas, revestimentos, capsulas, ,fibbsias ocas e esponjas
(KRAJEWSKA, 2004).

A preparacgéo de esferas é uma estratégia paraniectar a capacidade
de adsorcéo da quitosana, uma vez que as esfasigepo uma area superficial
cerca de 100 vezes maior do que a quitosana ewsflédém disso, as esferas

apresentam cinéticas de adsor¢do mais rapidasce faeilidade de manuseio e
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operacdo. A versatilidade deste polimero permipregparacdo de esferas de
diferentes formas e tamanhos, envolvendo diversmdupos e derivados. O uso
de quitosana porosa em particulas apresenta ing@ngagens no processo de
imobilizacdo de enzimas: o fato de a quitosanausermaterial de origem
natural (biopolimero), sendo desta maneira segara p uso e biocompativel;
guando comparada com outras resinas sintéticagyande quantidade de poros
se apresenta de maneira uniforme desde a supefécigeu interior, provendo
desta maneira uma grande difusdo do substrat@semga abundante de grupos
amina altamente reativos disponiveis para imobilizazimas via ligacao
covalente e pelo fato de que a quitosana, por shrag possui uma grande
afinidade com enzimas, permitindo, desta maneira, una grande quantidade
de enzimas possa ser imobilizada (AZEVEDO et @072 DENKBAS et al.,
2002).

No intuito de aumentar a estabilidade quimica edigla quitosana e
seus derivados (complexos polieletroliticos e measri hibridas), tém sido
empregadas alternativas como a modificacdo quirtacahém denominada de
reticulacdo, empregando diferentes agentes decatvas reacdes envolvidas
na reticulagdo por agentes bifuncionais ocorrenteens grupos amino e
hidroxilas da quitosana. Esta modificacdo podersalizada com diferentes
agentes quimicos como glicidol, epicloridrina, ghatdeido, glioxal,
formaldeido e genipina, formando estruturas cong@eamplamente reportadas
na literatura especializada (MENDES et al., 2011).

Na reacdo da quitosana com glutaraldeido, ocoaguat nucleofilico
dos grupos amino da quitosana aos grupos carbatulgtutaraldeido, também
observado quando se utiliza glioxal e formaldefltigacdo covalente entre os
grupos amino do biopolimero e aldeido terminal ldtagaldeido é irreversivel e
resiste a valores extremos de pH e temperatur&rddifes mecanismos séo

propostos para explicar a reacdo de glutaraldeidoquitosana.
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Monteiro e Airoldi (1999)propuseram o0 mecanismo como sendo uma
interacdo dos grupos amino livres da quitosana@gnupo aldeido do glutaral-
deido formando uma base de Schiff (ligacdo imirRgra interpretar este
comportamento, trés hipéteses sao consideradasrifincdo de uma base de
Schiff entre o grupo aldeido com o grupo amino déogana, 0 outro grupo
aldeido livre seria utilizado para uma determinagtzcdo de interesse; (ii) a
reticulagdo é formada entre uma molécula de glakeido e duas unidades de
grupo amino, resultando na formacgéo de duas basgshiff e (iii) a reticulacdo
é formada também por mais de uma molécula de gld&do, devido & sua
polimerizacdo em determinadas condicdes, por exgrapi altos valores de pH.

O glutaraldeido reage com os grupos,MH quitosana formando uma
rede polimérica, na qual a enzima peroxidase eptisi@anada entre 0s
intersticios formados. Além disso, existe a pobddie da enzima encontrar-se
ligada em uma das extremidades do glutaraldeidui@i3) (AYBASTIER et
al., 2011; OLIVEIRA; VIEIRA, 2006).
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glutaraldeido
W

W =
Quitosana N N

Figura 3 Esquema da enzima peroxidase imobilizada em umaizmdée
guitosana modificada comlutaraldeido
Fonte:AYBASTIER et al. (2011), com modificagbes

Peroxidase

2.4 Tratamento de corantes téxteis

Do total de agua doce disponivel para consumo rajjrabirca de 88%
sdo utilizadas na agricultura. A industria é respoel por apenas 7%, ficando
0s restantes 5% para uso doméstico. Somente otégtibré responsavel pelo
consumo de 15% da agua destinada ao setor indludénalvendo-a, depois dos
processos, extremamente contaminada (HUNSAIN, 2006)

Os corantes sdo substratos utilizados para impreesgapel, fotografia
a cores, tingimento téxtii e como um aditivo em dutos de petrdleo,
apresentando uma origem sintética e estrutura dicandolecular complexa
(HAMID; KHALIL, 2009; HUNSAIN, 2006).

A induastria téxtil contribui significativamente @agn poluicdo dos rios
em algumas regides do Brasil ao transformar filmasirais e sintéticas em

tecidos e outros produtos. Em algum ponto do psacds fabricacédo de tecidos,
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operacbes de processamento quimico Umido sdo A€esspara preparar,
purificar, colorir ou acabar adequadamente o pmdsso resulta na geracao de
efluentes cuja carga de poluentes provém nao serdantemocédo de impurezas
das préprias matérias-primas como também dos reEgeuimicos residuais
usados no processamento (CAMMAROTA; COELHO, 20@stima-se que

aproximadamente 20% da carga de corantes sejadperdis residuos de
tingimento durante o processamento téxtil, enquardgoa os corantes reativos,
até 50% da concentracdo inicial do corante é degata no banho de
tingimento (AZMI; BANERJEE, 2001).

A legislacdo ambiental de paises desenvolvidogs®mm a de paises em
desenvolvimento, vem exigindo melhor qualidade dfisentes industriais,
estimulando assim o desenvolvimento de pesquisasanduzam a tratamentos
mais eficientes.

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), os coranteschissificados de
acordo com sua estrutura quimica ou de acordo cométodo pelo qual ele é
fixado na fibra téxtil. Baseado na estrutura quénga cromoforo, cerca de 20 a
30 diferentes grupos de corantes podem ser idmadifis. Corantes azo
(monoazo, diazo, triazo, poliazo), antraquinonapttianina e triariimetano séo
guantitativamente o0s grupos cromoéforos principaiglLl(E, 2005), e
representam o grupo de corantes maior e mais iersfiresentando 70% de
todo o material corante consumido (SATAR; HUSAIG12).

Os corantes azo reativos sdo a maior classe dentesraintéticos
sollveis em agua, com a maior variedade de coestr@uras e sdo geralmente
resistentes a biodegradacéo aerobica. Duranteceswo de tingimento a maior
parte dos corantes é hidrolisado e depois lancadocursos de agua. No
entanto, a maioria destes corantes ndo apreseitédsme por si, mas apds o

langamento em ambientes aquaticos podem ser cmloge®m aminas com
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potenciais carcinogénicas e isto apresenta um tmpacb 0 ecossistema
(HUSAIN, 2006).

Corantes antraquinonas constituem a segunda mp@tante classe de
corantes téxteis, depois de corantes azo (BAUGHMWANEBER, 1994). Eles
tém uma vasta gama de cores em quase todo o espisivel, sendo violeta,
azul e verde as cores mais comuns utilizadas (FONIEet al., 2002). Entre
eles, Remazol Brilliant Blue R (RBBR) é um coraimtportante industrialmente
gue é frequentemente usado como um material dédgant producdo de
corantes poliméricos. RBBR é um derivado de anbt@oe representa uma
importante classe de organopoluentes téxicos dcikaates (OSMA; TOCA-
HERRERA; RODRIGUEZ-COUTO, 2010).

O RBBR tem sido utilizado como uma substancia nwéeh diversos
estudos sobre a degradacdo de corantes e difetgpiegle processos fisicos,
guimicos e biolégicos foram testados para a suagém Na Tabela 3 estdo
listados alguns métodos utilizados na remocdo RBgRsar das metodologias
citadas se apresentarem como eficazes, as dessanidg cada processo devem
ser consideradas, tais como: geracao de lodo @tser oxidacdo de Fenton),

meia-vida curta (0zonizacao) e alto custo da eaelgirica (eletroquimica).



38

Tabela 3 Os métodos quimicos e fisicos estudades neanocdo de corante
Remazol Brilliant Blue R (RBBR)

Concentragéo Tempo
(RBBR) Temperatura de reagdo Descoloracdo
Metodologia (mgL™ (<C) pH (min) (%)
Adsorgdo em 50 20 1,5 300 97,5

material de residuos
agroindustrial
(farelo de trigo)

Adsorgao em 50-300 20 8 5 98
nanoparticulas

(MgO)

Oxidacéo Fenton 100 20 3 60 929
Ozonizacéo 800 25 3-10 45 100
Hidrolise 100 120 4 120 74,39
Eletroquimica 400 25 80 100
O ultrasom 50 - 8 120 920
assistido

processo

eletroquimico

Biossorgéo em 203 25 2 5760 69
Candida sp

Fonte: SILVA et al. (2013)

No que diz respeito ao tratamento de efluentesidok a diversidade
estrutural dos corantes proporciona uma grandedede de cores, dificultando,
entretanto, a utilizacdo de um Unico método ncamnanto desses efluentes
(LEITAO, 2000). Atualmente, varios métodos podemugdizados na remocao
de corantes em efluentes industriais. Estes méfoodem ser distribuidos em
trés categorias, que sao quimicos, fisicos e bimmég

O uso de processos biolégicos baseados na utitizdedfungos e
bactérias, ou diretamente na utilizacdo de enziteas,surgido como umas das
alternativas de grande potencial. A crescentezatiio de enzimas, nos

tratamentos de poluentes especificos, e recenws;@w biotecnoldgicos tém
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possibilitado a producdo de enzimas mais baratéacitmente disponiveis
utilizando de melhores procedimentos de isolamenuorificacdo. As potenciais
vantagens do tratamento enzimatico quando comparadatratamentos
convencionais incluem: aplicacdo em materiais o@cahtes, atuacdo em
concentragdes altas e baixas dos contaminantegaatmum amplo espectro de
pH, temperatura e salinidade, necessidade de didégao de biomassa e o facil
processo de controle, entre outros (DURAN; ESPOSPIDO).

Entre os processos biotecnolégicos de tratamentefldentes téxteis,
com o emprego de enzimas, podem-se citar as engigmditicas como as
lacases, lignina peroxidase e manganés peroxidas@as enzimas tém
demonstrado sua capacidade de descolorir os cerd@xteis, mediante a
polimerizacdo ou degradacdo desses corantes (BHUNIANGIKAR, 2001;
GUBITZ, 2003).

A enzima peroxidase € conhecida por sua capacidedemocédo de
compostos fendlicos e aminas aromaticas de solug§aesas e também a
descoloracdo de efluentes da industria téxtil. @amento com peroxidase
resulta na remocgéo de grupamentos fendlicos tdxiossefluentes industriais,
usando peréxido de hidrogénio no processo (WILBERGSENHAIMER;
RUBIO, 2002).

Silva et al. (2012), trabalhando com a peroxidasenabo em solucao
(Brassica campestresp. Rapifera), obtiveram uma remocéo de 66% ddao
corante RBBR em solugdo aquosa apods 40 minutosalgiie. Enquanto a
descoloracdo obtida pela peroxidase das cascasjaldos de 86%, em um
tempo de reacao de 13 minutos (SILVA et al., 2013).

Apesar desses resultados promissores, varias ¢ieisaimpedem a
utilizacdo de oxidoredutases livres na descoloracdegradacéo de corantes. O
uso de enzimas livres mostram algumas desvantagem® instabilidade

térmica, suscetibilidade ao ataque por proteasdgums agentes desnaturantes,
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inibicdo da atividade e dificuldade de separacae@so da enzima ao final da
reacéo (KHAN; AKHTAR; HUSAIN, 2005).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

As enzimas peroxidases possuem especificidade pea ampla
variedade de substratos aromaticos, e devido @sgtificidade estas enzimas
tém sido aplicadas no tratamento de aguas resjdbiasransformacdes,
monitoramento ambiental, bem como construcdes dassénsores, na
remediacdo de Vvarios poluentes aromaticos tais dentds, aminas aromaticas
e corantes.

Devido ao uso generalizado de peroxidases, primgdae como
biocatalisador ambiental, existe um interesse ergecem novas fontes desta
enzima. Silva et al. (2012) investigaram varios eteiy como fonte de
peroxidase. Neste estudo, observou-se que a raialite € uma fonte rica em
peroxidase, e apresentou uma alternativa de basto ma remogéo de corantes
téxteis, sem purificagéo.

Véarias sdo as dificuldades da utlizacdo de peasad livres na
descoloracdo e degradacdo de corantes, como sasac®p para posterior
aplicacdo, a contaminacdo do produto desejado matizacdo aumenta com a
complexidade dos efluentes. Enzimas imobilizadaslepmm melhorar a
termoestabilidade, estabilidade operacional, reagde, reutlizacdo, alta
pureza e rendimentos elevados de produtos em plieacées industriais.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito tdemar os
procedimentos para a imobilizacdo de peroxidaségeid do ponto de vista
pratico e econdmico. Entretanto, a maioria das gregies de enzimas
imobilizadas requer utilizacdo de enzimas comermate disponiveis ou
suportes caros que aumentam o custo dos processos.

Neste estudo objetivou-se a obtencdo da enzima embilizagéo por
um processo de baixo custo. A peroxidase extraddiaatio foi caracterizada e

imobilizada nas esferas de quitosana, as quaismforaticuladas com
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glutaraldeido com sucesso. Foram determinadaarasteristicas do suporte e 0
efeito da imobilizacdo na atividade da enzima. mefin-se as melhores
condicbes de imobilizacdo da enzima e algumas iedgues do sistema
imobilizado foram comparadas com a enzima livre.relacdo ao pH, ambas as
enzimas livre e imobilizada, apresentaram melhofopeance em pH 7,0. A
imobilizacdo melhorou a estabilidade da peroxiddse nabo, em valores
menores de pH (regido &acida), o que proporcionamikexibilidade quanto a
aplicacdo da enzima em meios diversos. No quefera temperatura, ambas
foram ativas na faixa de 3T a 50°C, o que favorece sua aplicagdo em
processos industriais.

A peroxidade imobilizada apresentou maior estadiiliidem relacdo ao
tempo de armazenamento, quando comparada a engmmad que pode ser
atribuido ao fato de que a enzima imobilizada seofemor influéncia de agentes
externos.

As enzimas livre e imobilizada em esferas de qaitas foram
investigadas quanto ao seu potencial na remoc¢&®edwazol Brilliant Blue R
em solugcéo aquosa. A remocéo do corante obtidagparaima imobilizada foi
de 87,95%, enquanto que para a enzima livre f6i2;@6%.

Em relacdo a enzima imobilizada, dois mecanismegintbs foram
responsaveis pela remocdo da cor, adsorcdo do teorem biopolimero e
degradacao enzimatica. A imobilizacdo da enzimp@rionou um aumento na
estabilidade da enzima frente a alguns parametigsn de possibilitar a
recuperac¢ao da enzima do meio reacional e a stizesfo.
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Abstract - Chitosan beads were prepared, using glutaraldedy@ecrosslinking
agent for the immobilization of turnip peroxidaseP}. The morphology and
structure of materials were examined by X-ray diffion and scanning electron
microscopy. The activity of free and immobilize® Was studied. The optimum
pH was 7.0 for both free and immobilized enzymewkleer, immobilization
resulted in the stabilization of the enzyme ovaider pH range, and both were
active in the temperature range betweefiG3and 50°C, which favors its use in
industrial processes. It was found that storagéilgta of the immobilized
enzyme was better than that of the free enzymeh Bee and immobilized
enzyme were used in the color removal of the dym&®l Brilliant Blue R
(RBBR). In discoloration experiments with immobdi TP, two phenomena
were observed: discoloration, due to adsorptiothersupport (60.45%) and dye
degradation, due to the enzyme action (27.50%). fiée enzyme removed
62.86% of the color. The immobilized enzyme showqmbtential of 61.17% for
the removal of the dye color after 6 consecutives/and a residual activity of
55.25% after 5 consecutive cycles.

Keywords: Enzyme. Glutaraldehyde. Remazol. Britli@iue R. Discoloration.
Storage.
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1 INTRODUCTION

Enzymes found in nature have been exploited indtigudue to their
inherent catalytic properties in complex chemicabcesses under mild
experimental and environmental conditions. Biogatal have been successfully
exploited for the synthesis of various complex dmigrmediates, especially
chemicals, and even commodity chemicals in pharotazd, chemical, and
food industries, due to their ability to catalyzmactions with high speed and
unmet specificity under a variety of conditions,vesll as their potential as a
greener alternative to chemical catalysts [1,2].

Due to their substrate specificity and catalytioperties, biocatalysts
have shown potential in wastewater treatment, dn@fiormations, as well as
biosensor constructs. These enzymes could be &glér the detoxification
and remediation of various aromatic pollutants sash phenols, aromatic
amines, 2,4,6-trinitrotoluene and dyes, presemtdatewater/industrial effluents
coming out from several industries, such as textjes [3,1].

Peroxidases (donor .8, oxidoreductase, E.C.1.11.1.7) are enzymes
that catalyze the reduction of peroxides, such yadgen peroxide and the
oxidation of a variety of organic and inorganic gmunds [4].

Peroxidase has been used in biotechnology and aleathier areas of
science for establishing clinical diagnoses, ia #valuation of pathological
processes, food quality analysis, constructioniosdnsors for qualitative and
quantitative analysis of pharmaceutical and cosnfetimulas, and in paper and
cellulose manufacturing [5,6]. This great diversifyapplications is due to the
wide substrate specificity of peroxidase catalygis Furthermore, due to the
oxidative nature of peroxidases, there are sewrds where it could replace

current chemical oxidant techniques [4].
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For environmental purposes, peroxidases have beaploged for
detoxification and removal of various organic ptahts, like phenols, aromatic
amines and dyes from polluted wastewater [8]. Harea major obstacle in the
commercial application of peroxidases for environtak purposes is their
limited stability and reusability, which means thatontinuous supply of a large
amount of fresh enzyme is required [9]. The stgbiind catalytic ability of
soluble enzymes dramatically decrease with efflaenmplexity [10].

The industrial application of enzymes is often hareg by their lack of
long-term operational stability and shelf-storaifg kheir cumbersome recovery
and reuse. In many cases, a simple way to avoiteatt some of these
drawbacks is to immobilize enzymes, and a majorllehge in industrial
biocatalysis is the development of stable, robusi @referably insoluble
biocatalysts [11,2]. Immobilized enzymes improverthostability, operational
stability, recovery, reusability, high purity andgh product yields in their
industrial applications [12]. To make enzymes adftetive, long-lived, and
highly active, various supports have been usethtodbilize enzymes [13].

Natural polymers used as carrier materials in imifizaion
technology, such as alginate, carrageenan, aganuisie, and chitosan, have the
advantages of being nontoxic, biocompatible, amdidgradable [14]. Chitosan
is a deacetylated product of a natural polymer hofirg it is a polycationic
polysaccharide with abundant amino groups, wideledu for numerous
applications in industrial and biomedical areas,icWhinclude: wastewater
treatment, chromatographic support, enzyme imnudiibn, and carriers for
controlled drug delivery [15-18].

Chitosan is known as an ideal support material farzyme
immobilization, since its chemical structure, camitey reactive amino and
hydroxyl groups, makes chitosan easily modified] also because of its many

characteristics, like improved mechanical strengtsistance to chemical
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degradation, avoiding the disturbance of metal tonthe enzyme, anti-bacterial
properties and low cost [19,21]. Immobilization che carried out by using
glutaraldehyde to form the Schiff's base [16]. @hatdehyde is used for
immobilization because, in addition to activatihg tbeads, glutaraldehyde also
stabilizes enzymes due to the multipoint attachmaest well as due to its
polymeric nature. Furthermore, glutaraldehyde ptesia long lash, attaching
the protein to the matrix and allowing a greatexifility for conformational
changes required for the activity [2].

The properties of the immobilized turnip peroxid4$®) on chitosan
beads were investigated. Experiments were carrietd to determine the
characteristics of the support and the effect omahilization on enzyme
activity. The best conditions for peroxidase imntiaation were defined and
some properties of the immobilized system were @agb to the free enzyme,
including optimum pH and temperature, storage btgbiapplication in dye

removal and reusability.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Dye

The textile dye Remazol Brilliant Blue R (RBBR), i¢h presents an
anthraquinone as chromophore, was kindly providgd DyStar (Porto —
Portugal) and used as received, without furtheifipation. The dye solution

used for degradation experiments was prepareddigtiled water.

2.2 Obtention of the enzymatic extract

The enzyme was extracted from turnip roots purahdsam the local
market. The roots (with peel) were washed in watet cut into small uniform
pieces. Turnip roots (30 g) were homogenized ifeader with 100 mL of 0.05
mol L™ pH 6.5 phosphate buffer for 30 s. The homogenaie filtered in
organza cloth and centrifuged at 10000 x g for 1if, mat 4 °C [22]. The
obtained solution was subjected to precipitation,adding cold acetone until
reaching 65% (v/v). After a rest from 12 to 14 t;18 °C, the homogenate was
centrifuged at 11000 x g for 15 min, at@. The supernatant was collected and
acetone was subsequently recovered by distillatioa rotary evaporator, at
controlled temperature of 5€&. The precipitate containing the peroxidase was
submitted to the removal of acetone by evapordtican ice bath for 24 h and
was used in the testing storage assays, in thgsae$&nzyme immobilization,

and then used in the dye removal studies.
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2.3 Polyacrylamide gel electrophoresis

The anodic electrophoresis was performed in pofaeide gel
(Acrylamide: bis-acrylamide, 19:1) in the presemdesodium dodecyl sulfate
(SDS). The sample (crude enzymatic extract) wapgveel under non-reducing
(absence op-mercaptoethanol and boiling) and reducing conaiti¢hoiling at
98 °C for ten minutes in §-mercaptoethanol solution; 0,5 mof Tris-HClI, pH
6.8; glycerol, 10% SDS (w/v); 0.1% bromophenol bjuév)). After application
of the sample in the 12% polyacrylamide gel, etgatioresis was carried out in
running 0.025 mol L Tris buffer; 0.192 mol nglycine; 0.1% SDS pH 8,3, for a
period of 4 h under a current of 80 V. The patirnelative mass (Mr) of BIO
RAD (250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50 kDa,kf#a, 10 kDa), was
subjected to the same electrophoresis, allowingctieulation of Mr protein
fractions of the samples. The bands characterittiegprotein profile of the
samples were stained with the dye coomassie blk250G prepared in the ratio
of 0.2% dye to 20% acetic acid. The visualizatidnperoxidase bands was
performed using the same reaction medium activii{h some modifications,
using 60 mL solution containing 1% guaiacol andnib of 0.3% hydrogen
peroxide in 48 mL of 0.1 moltphosphate buffer pH 7.0; the appearance of a
brown-stained band demonstrates the presence okigase. After 30 min at
room temperature, the gels were rinsed with destilwater. The gel was
reproduced in Scanner and the migration distanstaoidards was prepared in a
graph on a logarithmic function of Mr.

2.4 Preparation of chitosan beads

1.5 g chitosan (low molecular weight, obtained frd®igma) was

dissolved in 40 mL of 2.0% aqueous acetic acid. Thigosan solution was
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dropped into an aqueous 2 mot NaOH solution, where chitosan precipitated
immediately to form gelatinous beads [23]. Theatain beads were thoroughly

washed with distilled water until neutrality wasceed.

2.5 Crosslinking of chitosan beads with glutaraldeyde treatment

The crosslinking of chitosan beads with glutarajdkhwvas carried out
by immersion of 17.60 g hydrated chitosan (1 gweyght of chitosan) in 15
mL of 2.5% glutaraldehyde solution, stirring for B4at 25°C. The beads were

washed with distilled water to remove excess ghltahyde.

2.6 Characterization of chitosan beads

Diameter and density of the chitosan beads wererm@ied by
picnometry, and bead porosity was determined ugiaggravimetric method in
three replications [24]. The chitosan degree ofcdgdation was obtained by
potentiometric titration in three replications [2%he structure of the materials
was analysed by X-ray diffraction (XRD) spectratadaere collected using an
X'Pert Pro Multi-purpose X-ray diffraction (MPD) stem employing Cu &
radiation §= 0.154 nm), and operated at 40 mA and 45 kV. mbephology of
the materials was obtained using a SEM LEO 440psgeint provided with an
OXFORD detector, and the electron beam operat&8 kt

2.7 Immobilization of turnip peroxidase
The crosslinked chitosan beads were used as sspgort the

immobilization of turnip peroxidase; 120 beads wadeled (or 5.04 g + 0.015
hydrated weight of the beads) in 10 mL of TP priéaip. The assembly was
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subjected to slight stirring in a water bath at°@) and aliquots of supernatant
were removed at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h. The miaiein determination was
carried out according to Bradford [26] and the enatic activity, by the method
proposed by Khan and Robinson [27]. After the deieation of total protein
and enzymatic activity, the coupled protein (CRJ anmobilization yield (1Y)

were estimated according to equations (1) andé€2pectively:

Coupled protein (%) =_amount coupled protein x 100 1)

amount introddqeotein

Immobilization yield (%) = At At x 100 (2)
oAt

At = enzymatic activity of the supernatant after theubation period andAty =

enzyme activity of the supernatant before inculmatio

2.8 Activity measurement of free and immobilized tenip peroxidase

The activities of the free and immobilized enzynerevtested according
to the methodology described by Khan and Robin&ai, jwith modifications;
the following reaction media were used: 1.5 mLigcal (Vetec; 97%, viv) 1%
(viv); 0.4 mL HO, (Vetec, PA) 0.3% (v/v); 0.1 mL free enzyme (or
approximately 4 mg immobilized enzyme, the equinbigeight of a bead) and
1.2 mL of 0.1 mol L' phosphate buffer pH 7.0. The reaction was momitaki
during 3 min at 30C, using a Spectrovision spectrophotometer coufied
thermostatic bath. Tests for the immobilized enzywexe performed in the
same conditions used for the free enzyme, excepthie reaction medium was

maintained with stirring, and interrupted by renmloefithe chitosan beads from
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the reaction mixture. The absorbance of the mixtuas determined, and the
enzymatic activity of immobilized peroxidase watcatated.

One unit of peroxidase activity represents thenfdion of 1 pmol
tetraguaiacol during 1 min in the assay conditiand it was calculated using
data relative to the linear portion of the curve.

The relative activity was calculated using equa8on

Relative activity (%) = (Activity/Maximum activity)100 (3)

2.9 Influence of pH

The optimum pH was determined by varying the pHtleé buffer
solutions from 2.0 to 9.0 in intervals of one pHtuReaction rates of free and
immobilized enzyme preparations, were investigaisthg the buffers citrate
buffer (0.1 mol [, pH 2.0 to 6.0), phosphate (0.1 mol*l.pH 7.0) and Tris-
HCI buffer (0.1 mol [, pH 8.0 and 9.0). The immobilized enzyme was
incubated for 10 min in the buffers before theudigtimeasurement.

2.10 Influence of temperature

The thermal stability of peroxidase was evaluatgéhbubating the free
and immobilized enzyme for 1, 2, 3 and 4 h, andvérying the temperature
from 20°C to 90°C at intervals of 10C. After the thermal treatment, the
samples were cooled in an ice bath, and the rdsadtigity was determined.
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2.11 Storage stability of free and immobilized turip peroxidase

The activity of free TP was investigated subjecting precipitate to the
four forms of storage, in three replicates : A) §.of TP precipitate stored in
eppendorf at -20C in the freezer; B) 0.2 g of TP precipitate storedhe
refrigerator at C ; C) 1.5 mL of enzyme extract stored in eppendorthe
freezer at -20C (prepared from 4 g of TP precipitate resuspendedD mLof
0.1 mol L* phosphate buffer pH 7.0) and D) 1.5 mL of enzyxreact stored
in the refrigerator in eppendorf at ®® (the same preparation which was
performed in C).

The activity of the stored immobilized enzyme wasasured in two
different ways: A) beads stored in the refrigeraoB°C; B) beads stored in the
freezer at -26C.

From 10 to 10 days, the activity of free and imntiabtl enzyme was

measured for each form of storage for a period76fdays.

2.12 Discoloration assay

Based on the methodology described by Sikta al. [28] with
modifications, the enzymatic oxidation reactions the textile dyes were
conducted at 30C in a 1.2 mL phosphate buffer (0.1 mol',LpH 7.0)
containing 0.4 mL KO, (100 umol L"), 1.5 mL Remazol Brilliant Blue R
(RBBR) (50 mg L™ , and 0.1 mL free enzyme (23.80 U lor specific
activity 63.13 U mg ) and, for the immobilized enzyme, 0.012 g + G.00
(0.036 U bead or specific activity 5.61 U mb).

The reaction mixture was incubated in a water ldth mild stirring.

The consumption of RBBR was monitored at 596 nmiclvisorresponds to the
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maximum absorption wavelength of this dye. The amhai oxidized dye was

estimated according to the equation 4.

absorbancgiia — absorbangg, X (100) 4)

absorbancgiia

The same procedure was performed with the chitdmsads without
enzyme to evaluate the adsorption material; théysisavas carried out in three

replications.
2.13 Reusability of immobilized turnip peroxidase a dye discoloration

Repeated application of immobilized TP was stuthgthe repeated use
of immobilized peroxidase beads for RBBR remotab (mL dye concentration
50 mg L™ H,0, dose 0.4 mL; 1.2 mL of 0.1 mol‘iphosphate buffer pH 7.0,
0.012 g + 0.003 of immobilized peroxidase (0.@3&ead")). The reaction
mixture was incubated in a water bath with mildtaghn during 80 min. At the
end of each cycle, the same immobilized enzymewashed with 0.1 mol £
phosphate buffer pH 7.0, and the procedure wasategeavith a fresh aliquot of

substrate. The analysis was carried out in thnekcedions.
2.14 Operational stability

The residual activity of the immobilized enzyme veigermined under
standard assay conditions. Several consecutivatipgrycles were performed
using guaiacol and 4, as substrates, in order to evaluate assess thatioge
stability of the immobilized TP. At the end of eagjtle, the same immobilized

enzyme was washed with 0.1 mol* phosphate buffer pH 7.0, and the
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procedure was repeated with a fresh aliquot of teatles The analysis was

carried out in three replications.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Turnip peroxidase characterization

Due to the widespread use of peroxidases, maingnasnvironmental
biocatalyst, there is a growing interest in newrses of this enzyme and
processes for obtaining it at a low cost. Siétaal [22] investigated various
vegetables as a peroxidase source. In this stuawsi observed that turnip roots
constitute a rich peroxidase source, and presemtew cost alternative in the
dye removal, without purification. In this contettie objectives of this study
include the obtention of a process for stabilizamgl reusing turnip peroxidase,
maintaining the low cost.

After the precipitation of TP, the mass yield wag%6% + 0.17. The
enzymatic TP extract was subjected to electropiotesestimate the molecular
weight. After coomassie blue staining, a denatlmesd peroxidase band was
detected, with an approximate molecular weight®68 kDa (Figure 1A, lanes
1 and Figure 1B). This was not observed in the dured form (Figure 1A,
lanes 2),which can be attributed to the fact that plant pielases are
glycoproteins. The thermal denaturation of the gyotein promoted the
release of the carbohydrate, allowing the appearasic the band in gel
electrophoresis. In order to reveal peroxidaseiigtithe same gel was revealed
with the reaction medium of peroxidase activityhis study, the brown-stained
band proved the existence of peroxidase (Figurddifes 4).

Similar results were obtained by Quintanilla-Gueoret al. [29], who
found an approximate molecular weight of 40.0 kDm fpurified turnip
peroxidase. Also, Duarte Vazquez [30] observed thatmolecular weight of

denatured peroxidases were 39.2 to 42.5 kDa fostenzyme.
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Figure 1A) Extract of turnip peroxidase (reduced lane 1 améduced lane 2);
molecular weight standard (lane 3); brown coloraddwith guaiacol
shows peroxidase activity (lane B) Determination of the molecular
weight of turnip peroxidase by the linear regressid log molecular
weight, with relative mobility of marker proteing the gel

(...continue...)
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3.2 Characterization of chitosan beads

In this study, the immobilization of TP onto chiamsbeads with 2.5%
glutaraldehyde solution was investigated. Glutaiajdle activation of solid
support media has been extensively studied for dliecule immobilization
since it is simple, efficient and inexpensive [31{Glutaraldehyde is used to
activate aminated supports and immobilize the emzin physical adsorption,
followed by covalent binding, immobilizing the emazg on a glutaraldehyde
pre-activated support [32,33]. The importance aftajlaldehyde activation is
due to its reliability and ease of use, but morpdrtantly, due to the availability
of amino groups for glutaraldehyde reaction, ndi amith enzymes, but also
with chitosan [34].

An illustrative scheme of TP covalent immobilization chitosan beads
is shown inFigure 2. During the reaction, the aldehyde gronphe surface of

chitosan beads interacted with the amino group@fenzyme to form an imino



67

group (—CH=N-). Multipoint covalent attachment ohzgmes on highly
activated supports promotes a rigidification of gteicture of the immobilized
enzyme. This rigidification reduces any conformiadib changes involved in
enzyme inactivation and increases enzyme stalpgBy. The properties of the
immobilized enzyme are significantly determined Hye immobilization

procedure; thus, it is important to discuss thenmnfatctors that influence TP

immobilization.
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Figure 2 Schematic illustration of peroxidase imitipdtion on chitosan beads
by crosslinking with glutaraldehyde. Source: Olraeaind Vieira [36],
with modification

Recent studies show that chitosan can be usedejam beads for
different purposes. Its versatility allows the egiion of polymer beads of
different shapes and sizes, including differentdpats and derivatives. It has
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been shown that supports with different particleesihave an effect of the
amount of immobilized enzyme, immobilization yieltmmobilized enzyme
activity and specific activity of the immobilizecheyme. The use of porous
chitosan particles presents numerous advantagiee irnzyme immobilization
process [32,37].

Table 1 shows the results of the physical chanaetion of chitosan
beads activated with glutaraldehyde. It can be rvsethat the activated beads
showed a decrease in particle porosity and diameteen compared to non-
activated particles. This decrease was probably tu¢he crosslinking of
polymeric chitosan chains with the glutaraldehydat tapproached the chains
and, therefore, decreased the pore sizes of thexnia8]. On the other hand,

particle density did not change after activation.

Table 1 Physical characterization of chitosan beads

Bead diameter

Chitosan beads Density (g mL) (mm) Porosity
Non-activated beads 1.06 £ 0.06 0.44 £0.01 1.004
Activated glutaraldehyde 1.07 £ 0.06 0.42+£0.01 930t 0.00

Data are the average of three replicates

The degree of deacetylation (DD) is defined asaberage number of
amino groups in relation to the amide groups oftblymer chain [39]. The DD
calculated in the chitosan powder and in the beatt®out crosslinking by this
method was 77.02% + 1.17 and 80.7% + 1.35. The deaosslinked with
glutaraldehyde did not present protonatable amiraupms, measured by the
potentiometric titration method. This result sudgdbat glutaraldehyde binded

to the chitosan amino groups.
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The structure of the materials was studied by Kdifractometry. All
materials showed diffraction peaks ét=220° related to chitosan (Figure 3). In
Figures 3A and 3B, in addition to the peak a&t=220°, a halo diffraction was
observed at 2= 10°, also referring to chitosan; these peaksira@greement
with the results described in the literature [4Q,4ccording to Uragami [42],
strong intra-and intermolecular interactions, duéydrogen bonds between the
amine groups, alcohol and amide groups presertianmolecule of chitosan,
make this material present a certain crystallidityi-igure 3C, it was possible to
observe the complete disappearance of the diffragieak at @ = 10° together

with a significant decrease in the crystallinity tbe material after activation

with glutaraldehyde.

Chitosan

Chitosan

Intensity (u.a)

Chitosan

Figure 3 X-ray diffraction. A) powder chitosanB) chitosan beads without
crosslinking;C) beads crosslinked with 2.5% glutaraldehyde
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The immobilization of peroxidase on the surfacechftosan beads
activated with glutaraldehyde was analyzed by siognelectron microscope
(SEM). The results obtained by SEM showed the ftionaof small granules of
irregular sizes for the chitosan powder (FigureAdand B). Following the
procedure for obtaining the chitosan beads, itaged that the bead without
treatment with glutaraldehyde (Figure 4 C and Dyvedd roughness on its
surface, while the beads crosslinked with glutaiydle had a significant
change in the surface (Figure E and F), makingoitenuniform. In the reaction
of chitosan with glutaraldehyde, there was a nustidiz attack of the amino
groups of chitosan to the carbonyl groups of ghltehyde, causing it to resist
extremes of pH and temperature (increased physiwdlchemical stability of
chitosan) [17,43]. It was found, however, that shloging did not generate
pores in the surface, practically preserving thgimal dimensions of the beads
before crosslinking. Changes in the topology of tleads (Figure 4, G and H)
confirm the immobilization of the enzyme on thefaoe of chitosan beads.



Figure 4Scanning electron microscope (SEM) imag®schitosan powder (100m) ; B) chitosan powder (10m); C)
beads without cross-linking (1G0n); D) beads without cross-linking (40n); E) chitosan beads crosslinked
with 2.5% glutaraldehyde (100m); F) beads cross-linking with 2.5% glutaraldehyde (t0); G) chitosan
beads after immobilization of peroxidase (108); H) chitosan beads after immobilization of peroxidéz@
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3.3 Immobilization of turnip peroxidase

Turnip peroxidase was immobilized on chitosan befmtsdifferent
times, ranging from 1 h to 6 h. The effect of tiome TP immobilization in terms
of coupled proteiCP) andmmobilization yieldlY) is shown in Figure 5. The
coupling time of 4 h gives the highest coupled giroand immobilization yield
(CP =50.48%, and YI = 51.23%). However, prolongding reaction time up to

6 h, decreases in immobilization yield and couestein were observed.
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Figure 5 Effect of time on immobilization of turngeroxidase at 2tC

The effect of different concentrations of the fremzyme was
investigated in the immobilization process lopupled protein(CP) and
immobilization yield(lY). A decrease in immobilization yield and couple
protein was observed (Table 2), due to the incngasioncentration of free

enzyme; however, the immobilized enzyaivity increased, and it may be
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due to saturation of the binding sites of the suppmausing a partial or total

blockage of the pore entrance [38].

Table 2 Effect of different concentrations of thmeef turnip peroxidase on the
coupled proteifCP) andmmobilization yieldlY)

Enzyme activity U

Enzyme (U mL?) 1Y (%) CP (%) .
beads
4.60 84.33 92.01 0.005
8.47 79.20 85.32 0.015
17.31 70.83 72.00 0.026
34.61 58.33 53.91 0.045

U =1 umol tetraguaiacol mihof reaction

3.4 Effect of pH on the activity of turnip peroxidase

The results of pH on the activity of free and imitiabd enzyme are
presented in Figure 6. The stabilities of both emzy show some similarities. In
acidic pH, TP presented a decrease in activitys Bhtivity decrease might have
occurred mainly by ionic alterations of the enzymvhijch alter the form of the
enzyme and, consequently, the active site. Thevigctiecrease can also be
observed at pH 8 and 9.

Both free and immobilized enzyme presented an aptinpH of 7.0;
however, the immobilized peroxidase had a broadteisfability than the free
enzyme. It suggested that the immobilized enzyms lgas sensitive to pH
changes than the free enzyme, owing to the proteatf the enzyme by
immobilization. However, it has been demonstratedt tthe entrapment of
enzymes in gel beads provides a microenvironmengrayme, which plays an

important role in the protonation state of the eiroimolecule [44,45].
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The procedure of enzyme immobilization on insolubderiers has a
variety of effects on protein conformation, as wadl on the ionization state of
the enzyme and its environment, and it is not unmomto result in changes in
the relationship between pH and enzyme stabilitg, a&ctivity. It is known that,
in some cases, when the enzyme is coupled with lyamionic carrier, the
optimum pH usually shifts towards the alkaline diien, whereas if the carrier

is polycationic (e.g. chitosan), the shift is todathe acid direction [46].

—=— immobilized enzyme
—— free enzyme
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40
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20
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Figure 6 Effect of pH on the activity of turnip paidase
3.5 Effect of temperature on activity of turnip peroxidase
The study of the effect of temperature on the aytiof the free and

immobilized enzyme after 1 h, 2 h, 3 h and 4 hnefibation is shown in Figure

7 (A and B). The thermal stability of the free anmtnobilized enzyme after 1
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hour of incubation follow the same profile, bottosled a high activity at 3%C
and, at 60C, a decrease in the reaction rate was observéiér. 20°C, the free
and immobilized enzyme are completely denatured.

After 4 h of incubation at 5%C and 60°C, the free enzyme displayed a
relative activity of 82.65% and 60.47% respectiy@thereas the activity of the
immobilized enzyme dropped significantly at thesmperatures (53.84% and
19.23% relative activity), indicating that the enm®y activity became more
dependent on the temperature after immobilizatibhe enzyme thermal
stability is one of the important criteria for iteng-term and commercial
application: the higher stability and enzymaticihat, the better enzyme
application capacity in diverse methods, such gdicgtion as biocatalysts
[46,6]. According to the results obtained in a tengure range of 3 to 50
°C, the free and immobilized enzymes did not presesignificant decrease in

the enzymatic activity, which favors its use inusttial processes.
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Figure 7 Influence of temperature and incubatiometon the stability of turnip
peroxidaseA) free;B) immobilized
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3.6 Storage stability of turnip peroxidase

The enzymatic activities for the four storage forofighe free TP ((A)
precipitated enzyme at -AC, (B) precipitated enzyme at°g€, (C), enzyme
extract at -20C and (D) enzyme extract at’@) are shown in Figure 8. The
enzymatic activity was maintained at an average8@¥ within 90 days,
regardless of the storage form. After 170 daystafage, form (A) showed the
highest enzyme activity with a loss of 33.4%, wHidem (B) presented a loss of
52.4%, which can be attributed to fungal growthjolihoccurred after 80 days
of storage. The obtained data suggests, therafamethe storage form B was not
adequate.

Mohamed et al. [47] studied the storage of miswak peroxidase,
measuring peroxidase activity in liquid and powdbmophilization) forms
during 8 weeks at 4 °C, with a relative activityZ@®o and 95%, respectively. At
the end of the storage period, the results werdlagirto those found in the
present study, considering enzyme powder the bast &f storage.
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Figure 8 Enzymatic activity of the four storage forms of tlfiree turnip
peroxidase (TP) in the period of 170 da#¥3. TP precipitate at -20
°C; B) TP precipitate at 8C; C) TP extract at -20C andD) TP
extract at 3C. Data are the average of three replicates

For enzyme immobilization, another important fadioat needs to be
taken into account is the storage stability of thmmobilized enzyme. The
enzymatic activities for the two storage forms leé immobilized enzyme ((A)
beads stored in the refrigerator £iC3 (B) beads stored in the freezer at °2)
are shown in Figure 9. The enzymatic activity afrage form (A) was kept
around 85% after 80 days and, at the end of stosigaved a loss in activity of
68%. The storage of the immobilized enzyme in tteeder showed excellent
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results, since it was observed that it maintaingdctivity by 100% up to 130
days, with a loss of only 9% at the end of storage.

Relative activity (%)
2
Relative activity (%)

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Storage (days) Storage (days)

Figure 9Enzymatic activity of the two storage forms of ithemobilized turnip
peroxidase in the period of 170 days) beads stored in the
refrigerator at 3C; B) beads stored in the freezer at °20

The immobilized TP retained about 91% of its oradjiactivity after 170
days at -20C (Figure 9 B), while the free enzyme maintainedutl66% of its
original activity over the same period of time (lig 8 A). The reason might be
attributed to possible distortion effects imposedtiee aqueous medium. The
charged residues could be neutralized by the ictierawith the substrate or less
exposed after immobilization, thus leading to asréase in the resistance of the
immobilized TP to conformational changes in soltjib8].

For both free and immobilized enzyme, the best waystore was
keeping the enzyme at -20.

3.7 Discoloration of RBBR by the free and immobilizd enzyme
The dye Remazol Brilliant Blue R (RBBR) has beerduas a model

substance in several studies on dye degradationliffiedent kinds of physical,
chemical and biological processes have been téstets removal. RBBR is an
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industrially important dye that is frequently usasl a starting material in the
production of polymeric dyes, is a derivative aatlane and represents an
important class of toxic and recalcitrant organbyahts [48].

The discoloration of the dye in aqueous solutiotalgaed by the free
TP (23.80 U mLY) was 62.86% =+ 1.8 after 40 min in the presendhelenzyme
(Figure 10A). Similar results were found by Silea al. [22], who obtained
66.00% + 3.8 of RBBR discoloration in aqueous sofutvith turnip peroxidase
under similar conditions. The removal of RBBR cgell by the immobilized
enzyme was 87.95% + 0.56 after 140 min of inculmatiBigure10B). The
greater discoloration performance of the immobdizmzyme, in comparison to
the free enzyme, could be explained by a high disogption on the chitosan
support. Two phenomena were observed: discoloratioa to adsorption on the
support (60.45%) and dye degradation, due to thgne@ action (27.50%).

Chitosan is well known as an excellent biosorbdrieavy metal ions,
dyes and proteins. It contains a large number dfi-&hd —OH groups and is
able to remove this stuff in near—neutral solutjoiisough various types of
interaction mechanisms, such as electrostatic ctitires, chelation, among
others. This explains the high adsorption of the idychitosan beads [49,50].

Similar behaviors were observed by Zi#e al. [10], who investigated
the removal of the dye Reactive Black 5, catalybgdfree and immobilized
laccase. In this study, a dye removal of 79% wasded, due to adsorption on

the alumina support, and 4% due to the enzymeractio
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Figure 10Reaction progress on the discoloration of Remazilidht Blue R.
A) free turnip peroxidaseB) immobilized turnip peroxidase and
adsorption on chitosan. Data are the average eéttaplicates

3.8 Reuse of immobilized turnip peroxidase in theidcoloration of RBBR

Reusability is one of the significant indices takenate the application of
immobilized enzymes in industries [9]. Besides ewkd stability, enzymes can
acquire additional advantageous properties via ibilzation: immobilized
enzymes can be used repeatedly or continuouslyariaty of reactors; can be
easily separated from soluble reaction productsierickated substrate and they
involve reduced operational cost [34,51].

The immobilized enzyme could be easily removed asgbssed for its
remained catalytic activity. In this study, aftetiges of the repeated test, the
dye removal efficiency was reduced to 38.83% ofittial value (Figure 11).
This result might be explained by the plugginghed thitosan pore through the
adsorption of the dye in the interior environmefteach bead, reaching the

active site of the enzyme, resulting in the losthefenzymatic activity.
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Figure 11 Removal of 50 mg“LRemazol Brilliant Blue R with repeated
applications of immobilized turnip peroxidase. Data the average
of three replicates

3.9 Operating stability

The operational stability of immobilized TP is shown Figure 12.
After 5 consecutive operations, the immobilizedyemez could retain 55.25% +
1.01 residual activity and, at the end of 8 cyclibg enzyme still retained
43.18% = 0.43 residual activity. This loss in ait§ivmay be due to the
adsorption of tetraguaiacol (product formed in thaction medium), because it
causes the beads to brown after subsequent cycles.

Monier et al [52] observed that, after 6 consecutive operatighe
immobilized horseradish peroxidase (HRP) on modifdhitosan beads could
retain 65.8% residual activity. Arslan [53] alsotaibed better results, using a
different material in the immobilization, the immlieed HRP on the activated

poly(ethylene terephthalate) fibers retained atiralaactivity of 69.6% after 5
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cycles. These responses can be better attributdtbtase of different carriers
and purified enzymes.
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Figure 120perating stability of the immobilized turnip peidase. Data are the
average of three replicates
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4 CONCLUSION

Turnip peroxidase was successfully characterizeldimmobilized onto
chitosan with glutaraldehyde. The optimum pH 7.Gwese same for both free
and immobilized peroxidase. Immobilization imprdvehe stability of
peroxidase in the acidic region, and both werevadti the temperature range
between 36C and 50C.

It was found that the storage stability of the inmfined enzyme was
better than that of the free enzyme.

It was possible to observe a removal of about &3.8&mazol Brilliant
Blue R with immobilized TP, while 62.86% of the rewal was found with the
free enzyme. The discoloration with immobilized yme was due to adsorption
on the support, and enzymatic degradation of tiee dy

Enzyme immobilization provided an increase in ttability of the
enzyme regarding some parameters, besides enafbtlmmgecovery of the
enzyme from the reaction medium and its reuse.
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