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RESUMO

O café é um dos produtos agricolas de grande iampmeé para o Brasil,
principalmente para o estado de Minas Gerais, €né dlvida de notoria
importancia e expressividade para sua economiaoGegsamento pds-colheita
do café por via imida consiste na utilizacdo dedgaquantidade de agua em
todo o processo, resultando em um café de qualisiapierior, além de reduzir
0s custos e espaco de secagem. Entretanto, otefluesultante é rico em
compostos inorganicos e organicos, entre eles mpastos fendlicos, os quais
sdo altamente toxicos e alguns deles quando libenaol meio ambiente podem
se acumular em aguas subterrdneas e superficias ®0lo, nas diferentes
cadeias alimentares, sendo persistentes no meidemtebe téxicos aos
microrganismos no tratamento biolégico. As perasab sdo biocatalisadores
utilizados na remocédo de poluentes organicos, cotenpial utilizacdo no
tratamento de efluentes contendo fendis. Nestaltrapobjetivou-se identificar
e quantificar os compostos fendlicos da agua rés@uwo processamento do
café (ARC), avaliar diferentes fontes de peroxidasexidacao do acido cafeico
e na oxidagdo dos compostos fendlicos da ARC, raepra e auséncia de
aditivos quimicos. A ARC apresentou um teor de amstgs fendlicos totais de
233,56 mg [* e o acido cafeico foi o composto fendlico majoidtarA
peroxidase do nabo (PEN) se mostrou eficiente m#agio do acido cafeico,
atingindo uma porcentagem de 51,05% em apenas i5tani de reacdo. No
entanto, a eficiéncia deste catalisador se mostiependente do pH, das
concentragfes de,B, e enzima utilizadas. A maior porcentagem de oddac
foi obtida em pH 8, em uma razdo molar acido cafditO, de 1:7 e utilizando
uma concentracdo de enzima de 14,43 U'riL.PEN apresentou um potencial
de oxidacdo do &cido cafeico (75,99% + 0,48) sopériperoxidase das cascas
de soja (PCS) e as enzimas comerciaisseradish peroxidas€HPR) e
peroxidase de soja (PES). Entretanto, na oxidagddRIC, a HPR foi mais
eficiente com 74,37% + 0,16 de oxidacado, seguidBEld com 67,59% =+ 0,11.
N&o houve influéncia na oxidacdo da ARC pela PCSpresenca de
polietilenoglicol e Triton X-100. O alto teor derapostos fendlicos encontrado
na ARC justifica a necessidade de tratamento def#tente antes do seu
descarte em corpos hidricos receptores ou até mastes de serem submetidos
a outros tipos de tratamentos. O tratamento proppstle ser eficiente na
oxidagdo de compostos fendlicos em ARC, podendoassociado com 0s
processos de tratamento biolégico convencionais.

Palavras-chave: Biocatalise ambiental. PeroxidaSempostos fenolicos.
Oxidacao enzimatica. Agua residudria. Frutos deesed.



ABSTRACT

Coffee is one of the agricultural products of griegportance to Brazil,
mainly to the state of Minas Gerais, and is undediyt of remarkable
importance and expressiveness to their economypdbeharvest processing of
wet coffee consists in the use of a large amoumtatér throughout the process,
resulting in a high-quality coffee, besides redgcitosts and drying space.
However, the resulting effluent is rich in inorgarand organic compounds,
including phenolic compounds, which are highly toand some of them, when
released into the environment, can accumulate anrgt and surface water, as
well as in the soil, in different food chains, bgipersistent in the environment
and toxic to microorganisms in the biological treaht. Peroxidases are
biocatalysts used in the removal of organic politgawith potential use in the
treatment of effluents containing phenols. The dibje of this study was to
identify and quantify the phenolic compounds fronoffee processing
wastewater (CPW), evaluate different peroxidasecssuin the oxidation of
caffeic acid and in the oxidation of phenolic compds from CPW, in the
presence and absence of chemical additives. CP®émex a content of total
phenolic compounds of 233.56 mg L-1 and caffeid agas the major phenolic
compound. Turnip peroxidase (TPE) proved efficiarthe oxidation of caffeic
acid, reaching a percentage of 51.05% in only 1%utes of reaction.
Nevertheless, the efficiency of this catalyst showlegendent on pH, J,
concentrations and enzyme used. The highest pagemf oxidation was
obtained at pH 8, in a molar ratio caffeic acigklof 1:7, and using an enzyme
concentration of 14.43 U mL TPE presented an oxidation potential of caffeic
acid (75.99% =+ 0.48) higher than the peroxidaseaeté¢d from the soybean
hulls (SHP) and the commercial enzymes horserapéhbxidase (HPR) and
soybean peroxidase (CSP). However, in the oxidaifo@PW, HPR was more
efficient, with 74.37% = 0.16 oxidation, followe@ BPE, with 67.59% + 0.11.
There was no influence on the oxidation of CPW BPSn the presence of
polyethylene glycol and Triton X-100. The high camit of phenolic compounds
found in CPW justifies the need for a treatmenttlit effluent before its
discharge into receiving water bodies, or even teefieing subjected to other
types of treatments. The proposed treatment caffeetive in the oxidation of
phenolic compounds in CPW and may be associatett witnventional
biological treatment processes.

Keywords: Environmental biocatalysis. Peroxidaséher®lic compounds.
Enzymatic oxidation. Wastewater. Coffee fruits.
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PRIMEIRA PARTE

APRESENTACAO

Somente as citacbes bibliograficas que aparecenntnaducdo, no
referencial tedrico e nas consideracBes finais taomsnas referéncias
bibliogréficas.

Os resultados que fazem parte desta dissertat@Emazesentados sob a

forma de artigo, o qual se encontra no item artigo.
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1 INTRODUCAO

Preservacado e conservacdo ambiental sdo temasrdmaxmportancia
nos dias atuais, e a agua é um dos recursos Batiuraivem sendo tema de
muitas discuss@es. O desenvolvimento da agroind(sis Ultimos anos trouxe
com ele grandes problemas a respeito da quantiadesiduos gerados por este
setor, além de grandes volumes de agua utilizados.

O café é uma das principais culturas de plantagd@rescimento em
todo o mundo e é uma das bebidas populares maisumisas (BISHT;
SISODIA, 2010; SELVAMURUGAN; DORAISAMY; MAHESWARI,2010).

O Brasil € o maior produtor e exportador de caéésegundo maior consumidor
do produto (BRASIL, 2013). O café é processadovirimida ou por via seca.

O método de processamento via Umida apesar deiredtizsto de secagem dos
graos e proporcionar uma bebida de maior qualidgel® grandes volumes de
aguas residudrias ricas em materiais organicormganicos com alto poder
poluente, além de uma grande quantidade de sdigdisnentaveis, aclcares,
proteinas, compostos fendlicos, elevada demandaicutle oxigénio (DQO) e

demanda bioquimica de oxigénio (DBO).

Os compostos fendlicos sdo altamente toxicos enalgieles quando
liberados no meio ambiente podem se acumular enasigubterrdneas e
superficiais e no solo. Além disso, podem bioacamsk nas diferentes cadeias
alimentares, mesmo em baixas concentracdes, seedfistpntes no meio
ambiente e toxicos aos microrganismos no tratantaatégico.

Algumas alternativas s@o propostas para a destiredgé diminuicéo da
agua residuaria do processamento do café, comoptaritacdo de lagoas
anaerobicas, filtros anaerdbicos, reatores, entrieo® Porém, como cada
alternativa apresenta diversas limitacdes ou désgens, varios aspectos

devem ser levados em consideragéo para a escothalbor método.
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Alguns métodos séo ineficazes na remocédo de pelsi@specificos em
aguas residuarias tais como os compostos fenéleqmr esta razao, mais
atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de dlitexrsae/ou tecnologias
complementares.

Dentro deste contexto, destaca-se a aplicacdo aathlisadores que
ainda nado sédo utilizados no tratamento de aguaduéems provenientes do
processamento do café, os quais poderiam ser eagmegeduzindo a carga de
compostos fendlicos, a fim de diminuir a toxicidaa@s microrganismos no
tratamento biol6gico, enquanto que como uma tegilccomplementar
removeriam estes compostos biorefratarios.

A utilizacdo de enzimas provenientes de microrgaogou plantas no
tratamento de efluentes e na remocdo de poluemnggmiocos mostra-se uma
alternativa promissora devido ao seu apelo ecaibylantagens dos processos
enzimaticos sobre o0s processos convencionais mclaplicacdo sobre uma
ampla faixa de compostos organicos, incluindo catgmbiorefratarios; acao
sobre, ou na presenca de muitas substancias t@xzasos microrganismos;
custo reduzido de implementacdo e operacdo; indépeia da aclimatacdo da
biomassa; auséncia de geracao da biomassa; al&uildorocesso de controle e
do minimo impacto ambiental.

As peroxidases podem catalisar a oxidacédo de cdogpendlicos na
presenca de perdxido de hidrogénio, formando rediga fonte vegetal de
peroxidase mais relatada na literatura é a rate-flrorseradish peroxidase -
HPR). A disponibilidade limitada da planta eleva astos de producédo da
enzima e inviabilizam economicamente a sua utéivaqo tratamento de
efluentes liquidos para remover compostos biodafizg. Portanto, hd um
interesse crescente por novas fontes desta enzimapeocessos de obtencao de

baixo custo que possibilitem a sua utilizacéo cbinoatalisador ambiental.
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Em contrapartida, no Brasil, cascas de grados da, sigas em
peroxidase, representam um residuo gerado em almiad@a industrializacdo
de alimentos, o que torna favoravel o emprego destieluo como fonte de
enzima peroxidase em bioprocessos e em outrasgipdis.

Além de cascas de soja, em trabalhos realizades@mtente por nosso
grupo de pesquisa, a raiz do nabo apresentou-se cona fonte rica em
peroxidase. Portanto, além das cascas, tambémoutiie a raiz do nabo como

fonte desta enzima.

1.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar os compostos fendlicos &gua residuaria do
processamento do café (ARC), avaliar diferentedeforde peroxidase na
oxidacédo do &cido cafeico e na oxidagdo dos compdsndlicos da ARC, na

presenca e auséncia de aditivos quimicos.

1.2 Objetivos especificos

a) identificar e quantificar os compostos fendlicosARC;

b) avaliar o potencial de oxidagédo do &cido cafeicopmvoxidase de
nabo;

c) definir alguns parametros reacionais importantesoxidacdo do
acido cafeico pela peroxidase de nabo como tempealgio, pH,
concentracdo de perodxido de hidrogénio e de enzima;

d) realizar a oxidacdo do &cido cafeico com difererftagtes de
peroxidase;

e) realizar a oxidacdo da ARC com diferentes fontegetlexidase.
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fy Avaliar a influéncia de aditivos como o polietilgticol e o

surfactante Triton X-100 na oxidac¢éo da ARC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracgfes gerais sobre o café

A Etiopia é o pais onde o café se originou e, gsmsimente, ele teria
migrado para Ardbia, em data ndo estabelecida. téesni contudo, que ja no
século XV os arabes tomavam café, cabendo a ede@slasividade da lavoura
até o século XVII. Assim, considerando-se estairagira regido em que 0 uso
do café se difundiu em larga escala, pode-se dizea denominacdo de uma de
suas principais espécies comerciai€effea arabica— é bastante apropriada
(FERRAOQ, 2004).

A entrada das primeiras sementes de café plantedBsasil deu-se em
1727, por intermédio de Francisco de Melo Palhed@gento-mor, oficial de
linha do Exército Portugués, que na época veio @siBa fim de resolver
questdes de fronteiras (FERRAO, 2004).

O café é uma das principais culturas de plantagd@rescimento em
todo o mundo, e € uma das bebidas populares maisumidas(BISHT;
SISODIA, 2010; SELVAMURUGAN; DORAISAMY; MAHESWARI,2010).
Somente nos Estados Unidos, existem 108 milhde®usumidores de café, e
esses nimeros representam apenas uma fracdo dagdopglobal, um grande
namero de pessoas que incorporam o café como urtf@ipgortante em suas
praticas culturaigBISHT; SISODIA, 2010). Cerca de 60 paises trogicai
subtropicais produzem café extensivamente, sendogbguns deles o principal
produto de exportacio agricESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

O café, no Brasil, destaca-se econdmica e socidédntasde a chegada
das primeiras mudas e diante de sua rapida adapacsolo e clima, o produto
adquiriu importancia no mercado, transformandormseusn dos principais itens
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de exportacdo, desde o Império até os dias atBRASIL, 2013). E um dos
produtos agricolas de grande importancia paraanleste Minas Gerais e para o
pais, e é sem duavida de notéria importancia e ezspidade para sua economia
no que diz respeito ao mercado de trabalho e &@®m@e empregos diretos e
indiretos, geracdo de impostos e fixacdo de maoolm@a no meio rural,
proporcionando melhoria nas condi¢des financeggm®nais (RIGUEIRA et al.,
2007).

Devido & diversidade de regifes ocupadas pelarautta café, o pais
produz tipos variados do produto, fato que poswibitender as diferentes
demandas mundiais, referentes ao paladar e apfexgss (BRASIL, 2013).

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial ai¢é, sendo
responsavel por 35% da producdo mundial, e segumaor consumidor do
produto, apresentando, atualmente, um parque mafesgtimado em 2,3 milh&es
de hectares. Sao cerca de 287 mil produtores aependo parte de associacdes e
cooperativas, distribuem-se em 15 estados: AcrbiaB&eara, Espirito Santo,
Gois, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grossddl, Minas Gerais, Pard,
Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rond6nia eP8adlo. Com dimensdes
continentais, o0 pais possui uma variedade de clirabes/os, altitudes e latitudes
gue permitem a producdo de uma ampla gama de dippslidades de cafés
(BRASIL, 2013; DUARTE; PEREIRA; FARAH, 2010).

A safra de 2013 foi de 49,15 milhGes de sacas d&gfe café
beneficiado, dos quais 38,29 milhdes da espécididade 10,86 milhbes
da espécie Conilon. Segundo dados da CompanhiaiNdale Abastecimento
- CONAB (2012), a primeira estimativa para a pr@duga safra cafeeira
(espécies arabica e conilon) em 2014, indica qumie devera colher entre
46,53 e 50,15 milhdes de sacas de 60 kg de caéditiado.

A bebida de café é conhecida como um estimulantepripdade

atribuida principalmente a cafeina, entretantajmero de compostos quimicos
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identificados nesta bebida é grande e alguns d@&es muitos atributos

benéficos. Além disso, os subprodutos da indudtiaafé, que sdo em muitos
casos nao tratados adequadamente e, portanto causanpreocupacdo do
ponto de vista ambiental, sdo também uma fontenpiatiede compostos com
propriedades funcionais (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

2.2 Composicéao do fruto do cafeeiro

O fruto do cafeeiro consiste de uma casca extdigarresistente ou
pericarpo, geralmente verde em frutos verdes, m&s tgrna-se vermelho-
violeta ou vermelho escuro quando maduro. O pericaobre a polpa macia
amarelada, fibrosa e doce, ou mesocarpo. Estauddaegor uma camada de
mucilagem (também chamada de camada de pectima)licada, incolor, fina,
viscosa e altamente hidratada. Entao, existe umcanpo fino de cor amarelada
também chamado de pergaminho. Finalmente, umaujzelicateada cobre cada
hemisfério do grdo de café (endosperma) (ESQUIVEMENEZ, 2012).0s
componentes do fruto do cafeeiro sdo mostradosguaa-1.
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Pergaminh

Pelicul:

Mucilagen
prateada

Figura 1 Componentes do fruto do cafeeiro
Fonte: Esquivel e Jiménez (2012)

Com base na literatura, observa-se uma grandesiliaele sobre a
composi¢do quimica dos componentes do fruto doetafeBrum (2007)
avaliou os teores dos constituintes da polpa e®0gjt de matéria seca, sendo:
25,90 de celulose; 16,48 de lignina insolavel; 1de7ignina solGvel; 26,60 de
hemiceluloses; 9,65 de cinzas; 3,90 de tanino cwwadi®d; 1,85 de nitrogénio;
0,16 de fésforo; 3,65 de potassio; 0,30 de calgjo7 de magnésio; 0,18 de
enxofre. Para o pergaminho os niveis em g 1b@egymatéria seca foram: 41,20
de celulose; 20,49 de lignina insoltvel; 1,50 dmiha soltvel; 34,77 de
hemiceluloses; 1,37 de cinza; 0,70 de tanino caate) 0,59 de nitrogénio;
0,02 de fésforo; 0,38 de potassio; 0,14 de calejo3 de magnésio; 0,06 de
enxofre.

De acordo com a revisdao de Murthy e Naidu (2018)c@mponentes
organicos presentes na polpa de café (em peso isehodm celulose (63%),
lignina (17%), proteinas (11,5%), hemicelulose8%®), taninos (1,80 a 8,56%),
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substéncias pécticas (6,5%), acUcares redutorgdf)l2acicares nao redutores
(2,0%), cafeina (1,3%), &cido clorogénico (2,6%gielo cafeico (1,6%).

InformacBes sobre os taninos na polpa de café kfionas vezes
contraditérias e os dados que estdo disponiveiglifideis de interpretar, uma
vez que diferentes métodos analiticos tém sidzadibs. Dependendo do tipo
de cultivar, o contelido de taninos também podeid{feANDEY et al., 2000).

Parra et al. (2008) determinaram a composicdo gaima casca dos
frutos do cafeeiro melosa em g 100 @e matéria seca sendo: 9,69 de proteina
bruta; 5,95 de matéria mineral; 85,80 de matérigamica; 39,37 de fibra
detergente neutro; 31,36 de fibra detergente adidat de extrato etéreo; 7,39
de hemicelulose; 8,69 de lignina; 0,30 de célcj@3ae fésforo total; 0,66 de
cafeina; 0,92 de taninos.

Pode haver diferengas nos teores dos constitudatg®Ipa e das cascas
de café, dependendo da eficiéncia e do modo dessamento, da variedade de
culturas, das condi¢fes de cultivo, tal como, tipcsolo, etc. (PANDEY et al.,
2000).

A mucilagem é composta de 84,2% de agua, 8,9%ateipa, 4,1% de
acucar, 0,9% de substancias pécticas e 0,7% dasc(BELITZ; GROSCH,;
SCHIEBERLE,2009).

O pergaminho é composto por 40 a 49%oe=elulose, 25 a 32% de
hemicelulose, 33 a 35% de lignina e 0,5 a 1,0% iteas (BEKALO,;
REINHARDT, 2010).

A pelicula prateada pode ser facilmente encontradeno um
subproduto do processamento dos frutos do cafegirplantas de torrefacéo do
café, e é atualmente utilizada como combustivelreeomendados como
ingrediente funcional para compostagem devido sabgilantidade de gorduras
e acglcares redutores, alto teor de fibras diegetodiveis (60%) e marcada
atividade antioxidante (BORRELLI et al., 2004).
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A caracterizacdo de compostos fendlicos na polpaafie vem sendo
estudada e varios tipos de fendis foram encontracmeo os de baixo peso
molecular e taninos, os quais sdo responsaveiefgitos anti-nutritivos ou
téxicos quando esta polpa foi testada como racdmaan(CLIFFORD;
RAMIREZ-MARTINEZ, 1991; RAMIREZ-MARTINEZ, 1988).

E bem conhecido que o processamento poés-colheita dfeitos
pronunciados sobre a composicdo quimica de semdateafé, especialmente
em componentes sollveis em 4gua tais como acUaafesna, trigonelina e
acidos clorogénicos (SMITH, 1985). Enquanto tanimosidensados s&o 0s
principais compostos fendlicos encontrados na pdépaafé, nas sementes, 0s
acidos clorogénicos estdo presentes como uma gfansiéa de compostos
fendlicos que representam 6 a 12% dos constituiltesafé em massa (FARAH
et al., 2006) e sdo conhecidos por serem respdaspeta adstringéncia e
pigmentacdo do café (FARAH; DONANGELO, 2006). Esseddos sao
compostos fendlicos formados pela esterificacdo ddéerminados acidos
hidroxicinamicos, tais como, acido cafeico, ferdilie p-cumarico com o acido
guinico. Os principais subgrupos de isdmeros ddoactlorogénicos sao os
acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos, dicafgainicos e, em menor
guantidade, p-cumaroilquinicos (CLIFFORD, 1999; TR MACRAE, 1984).
Outros compostos fendlicos, tais como taninosalgis e antocianinas também
estdo presentes nas sementes de café, embora amnaeqquantidades
(FARAH; DONAGELO, 2006).

Duarte, Pereira e Farah (2010) compararam a coggmsle alguns
tipos de acidos clorogénicos em sementes de caffesyg@rocessados por via
Umida e pelo método semi-seco. Os autores obsengua apesar do perfil de
distribuicdo das classes de &cidos clorogénicos amwostras de cafés
processados pelo método semi-seco tenha sido sentelhos processados por

via Umida, em média, os processados por via Unpdesantam teores totais de
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acidos clorogénicos significativamente mais altosgde os processados pelo
método semi-seco. Esta diferenga foi observadaodastas classes de acidos
clorogénicos, com excecdo do acido dicafeoilquinico

O conteldo total de acido clorogénico em grédos afé verde pode
variar de acordo com a genética (espécie e cUltigeau de maturacédo e, menos
importante, as praticas agricolas, clima e solénAtlisso, esses niveis também
podem variar de acordo com a metodologia de anéliseregada (FARAH;
DONAGELO, 2006). N&o s6 o conteudo total de acidwogénico, mas a sua
composi¢do também pode variar consideravelmentantiira maturacdo dos
frutos. Considerando as variacdes entre espécgestieares, um aumento no
teor total de &cido clorogénico é observado comaturacdo (CLIFFORD;
KASI, 1987). Em um certo estagio antes da comptetturacdo, o contetdo de
acido clorogénico comega a cair devido a oxidaB&ste ponto em diante, uma
associacgao inversa entre os niveis de acido cloicmé a maturacéo dos frutos
de café é observado (FARAH; DONAGELO, 2006).

O mais alto teor de acido clorogénico no canephoracomparado
com o caféArabicatem sido amplamente relatado (CLIFFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1991; FARAH; DONANGELO, 2006). Os A4cidos
hidroxicinamicos mais comuns em café sdo os aadfmco, seguido do acido
ferdlico e do p-cumaric€CLIFFORD et al., 2003).

Ramirez-Martinez (1988)nediante a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, estudou a caracterizacdo deastos fendlicos na polpa de
café e o acido clorogénico (acido 5-cafeoilquinifm)o principal constituinte
(42,2%), seguido da epicatequina (21,6%), cateq(@2%0), rutina (2,1%),
acido protocatecuico (1,6%) e acido feralico (1,0@)autor observou que estes
teores ndo devem ser considerados como valorefutssga que o conteddo

dos compostos na polpa de café pode variar de ®empdempos.
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Ramirez-Coronel et al. (2004) quantificaram e dararam oS
compostos fendlicos presentes na polpa fresca fie sando que os que
apresentaram 0s maiores teores em g kg matéria seca foram: éacido
cafeoilquinico (11,8), acido p-cumaroilquinico (0@ derivados dos &cidos
cafeoilquinicos (2,4) respectivamente, seguido flagonoides com 0,6 e
antocianidinas com 0,4. Para os flavan-3-6is osigifg kg' de matéria seca)
foram de 0,2 para os monoémeros e 20,1 para ascjaoiginas.

A presenca de cafeina, taninos e outros fendélieopatpa do fruto do
cafeeiro, embora em pequenas quantidades, temdeasgaios problemas de
poluicdo ambiental, uma vez que estes compostos aftamente toxicos
(PANDEY et al., 2000).

2.3 Processamento pds-colheita do café

O método escolhido para preparar o grao de cafpaises produtores
depende das espécies cultivadas, das condi¢cdes edasos de cada regido
(GONZALEZ-RIOS et al., 2007).

O processamento dos frutos do cafeeiro pode seduds formas:
processamento por via seca ou via Umida (Figurbl@)rocessamento via seca
os frutos sé@o secos na integra dando origem aone#tiéal (também chamado
de café coco ou de terreiro). Apés o recebimentoad® colhido, este passa por
um processo de limpeza para a separacdo de impureaao folhas, paus,
pedras, terra e selecionado nos seus diversosicsstdg maturacdo (verde,
cereja, coco e passa). Esta limpeza, geralmenteiteéé com a realizacdo da
lavagem do café, utilizando-se lavadores de al@nau metalicos pré-
fabricados gerando uma pequena parte de residosteriermente, o café passa
pela etapa de secagem em terreiros ou secadoreém pdevido a

heterogeneidade da secagem e consequentementecpregseumidade, pode o
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produto final apresentar variagcdo da qualidadedtde#i presenca de toxinas de
fungos, como por exemplo,Aspergillus flavu§BOREM, 2008).

O processamento por via Umida consiste na utilzag@ agua no
processo de lavagem, separacao e retirada da (@®earpo) e da mucilagem
(mesocarpo), dando origem aos cafés descascadpslpedos e desmucilados
(PRADO; CAMPOS, 2008)Além de fazer uso do lavador/separador, usam-se
também descascador, peneiras de separacdo, tadquésrmentacdo e/ou
desmucilador (PIMENTA, 2003).
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Colheita
VIA SECA VIA UMIDA
l Lavagem/Separacac l
Secagemem terreiros Descascamento
Secadores Despolpamento ou

desmucilamento

Lo I

Beneficiamento Secagem em terreiros

} |

Secadores

|

Beneficiamento

!

Armazenamento

Armazenamento

Figura 2 Sequéncias de operacdes dos tipos despaynento pos-colheita do
café
Fonte: Pimenta (2003)

A primeira etapa do processo de lavagem visa airelgéo de
impurezas contidas no café colhido assim como nogssamento via seca. A
etapa seguinte consiste na separacdo dos cafés\emrkreja do café seco ou
“bdia”, nome dado por se tratar de um processo @enegvolve a densidade do
café, logo o café seco acaba boiando na agua aogoarcafés verdes e 0s
cereja afundam. Com isso j& se ganha em qualiddd® que cafés de

diferentes teores de agua serdo secos separaddMa&THELLO et al., 2005).



26

Quando se faz o processo de descascamento, haepaegio dos
frutos cerejas (frutos que serdo descascados) feutos verdes (MATIELLO et
al., 2005). O descascador utilizado no processamgatimida sdo maquinas
gue pressionam os frutos (cereja e verde) contrailimdro de chapa metalica,
contendo "mamilos”, e um encosto de borracha, thzeom que as cascas e os
graos dos frutos cerejas saiam por um lado, enguanfrutos verdes que néo
rompem suas cascas, por té-las bem aderidas, acabhemo por outro
(BARTHOLO; GUIMARAES, 1997; MATIELLO, 1999; MATIELIO et al.,
2005).

A seguir, os frutos cerejas descascados e as cpasaam por outro
cilindro coberto por uma lamina de cobre, com maspilque aprisionam 0s
graos e 0s pressionam em um movimento rotativa@amha barra de borracha,
separando assim os graos ainda com um pouco déagami de um lado, e a
polpa com casca e parte da mucilagem do outro (EAIO et al., 2005).

O despolpamento é o processo de retirada da mewcilagravés de um
tanque de fermentacdo, onde o café apOs ser dadoasgermanece neste
tanque de 12 a 36 horas juntamente com a agua. @agem é rica em
aclcares que possibilitam o desenvolvimento de onganismos nos graos,
podendo depreciar sua qualidade (MOREIRA, 1999tdNetapa, a mucilagem
€ hidrolisada por enzimas dos tecidos do café enmorganismos encontrados
nas cascas dos frutos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

O desmucilamento também é um processo de retiradautilagem,
porém ocorre de forma mecanica, sendo que logo @pi@scascamento o café
passa pelo desmucilador, que retira a mucilagemafito entre os graos e a
parede do implemento e ainda pela inje¢do de &gupressao (LEITE, 2007).
No final da fermentacdo, os grdos sdo lavados es¢BtJARTE; PEREIRA;

FARAH, 2010).E um processo ainda pouco usado no Brasil, masveue



27

ganhando mais adeptos devido a sujeitar os grdoscafle a menores
fermentacdes (PIMENTA, 2003).

O processamento via seca, geralmente utilizado pafé Robusta, é
tecnologicamente mais simples do que o processameat Umida, que é
geralmente usado para os grdos de café Arabica ZBOBZ-RIOS et al.,
2007).

A maior vantagem da despolpa completa (retiradaadza, polpa e
mucilagem) € evitar a fermentacdo e o desenvolionda fungos nos graos,
que prejudicam a qualidade da bebida do café (MBREL999).

2.4 O efluente do processamento Umido do café

A geracdo de residuos e subprodutos € inerente LEigugr setor
produtivo. Os setores agro-industriais e alimeogiciproduzem grandes
guantidades de residuos, tanto liquidos quantdasiliEntre os produtos mais
comercializados no mundo, destaca-se o café, senderado apenas pelo
petréleo e, portanto, a indUstria do café é respaispela geracdo de grande
guantidade de residuos, como as polpas, cascaseate (MUSSATO et al.,
2011; NABAIS et al., 2008)epresentando uma ameaca ao meio ambiente
devido a disposicdo insegura destes residuosggamla uma poluicdo da dgua
e da terra em torno das unidades de tratamento (MYRNAIDU, 2012).

O processamento via Umida resulta em um café didgda superior
quando comparado ao processamento via seca. Atigima India, cerca de
75% a 80% do café Arabica e 15% a 20% do café Ralsd® processados por
este método (SELVAMURUGAN et al., 2010). Apesar olBneras vantagens
como reducdo dos custos e do espago de secagentipestie processamento
utiliza uma grande quantidade de dgua nas suasmliés fases. De acordo com

Delgado e Barois (1999), para cada tonelada desgt@acafé processados sdo
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consumidos, em média, 4.000 L de agua. O efluestidtante é rico em soélidos
suspensos totais e dissolvidos contendo uma gremdedade de compostos
organicos, tais como cafeina, agucares (frutodectgae e glicose), proteinas,
pectinas e compostos fendlicos (acidos clorogé@ico e taninos). Devido a
alta concentracdo de poluentes, a sua disposicémmiente em corpos d'agua
naturais sem tratamento prévio tornou-se indeskjfpoés além de poluir o
corpo hidrico receptor pode ser perigoso a vidaaticp e a salde humana
(BRUNO; OLIVEIRA, 2008; DEVI; SINGH; KUMAR, 2008; GNCALVES et
al., 2008; SELVAMURUGAN; DORAISAMY; MAHESWARI, 2010

Haddis e Devi (2008) avaliaram a carga poluenteddass residuarias
geradas por uma planta de processamento de cdiig@a, seu efeito em
corpos d’'agua localizado nas proximidades, alénefddo sobre a salde das
comunidades que residem na vizinhanca. Todos @engairos analisados como
pH, demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demangiaiga de oxigénio
(DQO), sdlidos suspensos totais, fosfato e nitrawcederam os limites
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saldeautdses relataram muitos
problemas de salde graves entre 0os moradores ds préximas, como
sensacdes de tontura, irritacdes nos olhos, ouvddosle, dores no estbmago,
nauseas e problemas respiratorios.

Segundo Fia et al. (2007), o langamento de residugénicos em
corpos d'agua leva a deplecdo do oxigénio dissolvid meio, devido a
utilizacdo desse gas pelos microrganismos, durardecomposicdo aerobica.
Este decréscimo na concentracdo do oxigénio digsopode ser fatal para
peixes e outros animais aquaticos, assim comonarigidores desagradaveis,
caracterizando um impacto ambiental que tem coititorpara a piora na
qualidade das aguas superficiais.

Existem poucas informacgdes sobre varios aspectoagias residuérias

proveniente do processamento imido dos frutos fé®ica, e pouco se conhece
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sobre as caracteristicas fisicas, quimicas e hdaléglessas dguas e sobre o
impacto de tais efluentes no meio ambiente e ndes&alimana (HADDIS;
DEVI, 2008). Apesar de pouco se conhecer sobre aascteristicas deste
efluente, espera-se que este possua muito dos cemes encontrados na
polpa, devido a pressao exercida nos frutos pasgadeamento dos graos
(GONCALVES, 2006).

Estudos realizados na distribuicdo dos macroconmesedo fruto do
cafeeiro do tipo cereja, desde o inicio do procassto pds-colheita até a sua
infusdo, permitem constatar que somente 6% do pesdruto fresco sdo
aproveitados na preparacdo da bebida. Os 94% tesstannstituidos por agua e
subprodutos do processo de beneficiamento, na imaws casos nao
recuperados, podem ser fonte de contaminacdo do meibiente (LO
MONACO, 2005).

O Brasil enfrenta sérios problemas em relagdo atindefinal dos
varios tipos de residuos gerados no processamémtanvida dos frutos do
cafeeiro, tais como os liquidos (dgua de lavagem, déspolpa e da
desmucilagem) e os sélidos (polpa Umida e cas@&BABGIELLAS, 2004).

Um dos residuos gerados em grande quantidade teuran
processamento via Umida do café, as cascas, caudpostos como taninos,
cafeina e compostos fendlicos os quais limitamagliaacdo caracterizando um
sério problema de disposicdo em paises produt@esafif (PANDEY et al.,
2000; SOARES et al., 2000).

Selvamurugan et al. (2010) realizaram algumas seslguimicas e
bioguimicas de amostras de agua residuaria dogsacento Gmido do fruto do
cafeeiro e encontraram teores em nmgde 1.130 a 1.380 de sélidos soltveis
totais; 2.390 a 2.820 de sélidos suspensos t@&#&20 a 4.200 de sélidos totais;
6.420 a 8.840 de DQO; 3.800 a 4.780 de DBO; 123,83a 2 de nitrogénio; 4,4
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a 6,8 de fosforo; 20,4 a 45,8 de potassio; 67,8,& @e célcio; 42,5 a 62,1 de
magnésio e 7,8 a 13,8 de sodio.

Fia et al. (2010) registraram teores mais elevadoBQO e DBO (mg
L™, 47.071 e 13.471, respectivamente. A concentrém@ioL”) dos compostos
fendlicos totais, nitrogénio total, fésforo totgpetassio foram de 127, 228, 30 e
686, respectivamente. Os teores mais elevados cadym aos de
Selvamurugan et al. (2010) provavelmente se devdato de que a &gua
residuaria utilizada por Fia et al. (2010) eramadada em todo o processo,
acarretando em um aumento da carga organica endgostos recalcitrantes,

como os compostos fendlicos.

2.5 Processos utilizados para destinacao e/ou diraipdo da agua residudria

do processamento do café

De acordo com Campos, Prado e Pereira (2010), dexicsevera
legislacdo vigente, tanto estadual quanto fedevalancamento das aguas
residudrias do processamento do café em corpasdsdeceptores sem devido
tratamento prévio € impraticavel, uma vez que namaados casos este efluente
ndo atende a nenhum parémetro de langcamento. \téatmslhos tém buscado
alternativas para destinagdo e/ou diminuicdo daa agasiduaria do
processamento do café, a fim de atender as crescerigéncias dos 6rgéos
fiscalizadores ambientais. Entretanto, varios asgedevem ser considerados,
uma vez que este efluente possui composicdo variseledo de extrema
importancia o conhecimento das suas caracterigtazasuma maxima eficiéncia
do processo sem causar danos ao meio ambiente.

Entre as alternativas utilizadas pode-se citar.odaganaer@bicas,
reatores anaerobicos, fertirrigacdo, recirculag#sm de filtros orgénicos e

disposicdo da agua no solo (MELO, 2009).
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2.5.1 Lagoas anaerébicas

Os sistemas anaerébicos de tratamento de agudaaeas vém sendo
frequentemente utilizados, e nestes processos amgesicdo da matéria
organica e ou inorganica ocorre na auséncia deépiigmolecular por
microrganismos facultativos ou anaerdbicos quegaadieam e a utilizam como
fonte de alimento (BRAILE; CAVALCANTI, 1993).

Esta alternativa de tratamento de efluentes esté as mais simples e
eficientes na remocdo de matéria organica e de amatientes, como o
nitrogénio e o fosforo, além de apresentar outeadagens, tais como custo de
investimento e manutencao relativamente baixo. &pgsstas vantagens, € uma
opcao que demanda grandes areas planas para ssteuc@m (SPERLING,
1996b).

Para implantacdo destas lagoas varios aspectosndestelevados em
consideracado, desde as caracteristicas do sofongidade do lencol freatico,
presenca de povoados proximos as instalacdes, as&nbdo do vento
predominante (MATOS, 2003Ruando somente o uso de lagoas anaerobicas
nao sao suficientes para que a agua possa resmrmaeio ambiente com melhor
gualidade, em muitos estabelecimentos uma seguadaalé colocada,
conhecida como lagoa facultativa. Esta Ultima pox ez, diferencia-se da
lagoa anaerObica por ser menos profunda e por oper@a menos carga
organica, permitindo o desenvolvimento de algassungerficie (SPERLING,
1996a).

2.5.2 Reator anaerdbico de manta de lodo

Os reatores anaerdbicos de manta de lodo (UASBndi@s upflow

anaerobic sludge blanKetsdo considerados parte do grupo dos reatores
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anaerébicos de fluxo ascendente, que tem sidoadplimo tratamento de
efluentes industriais com alto teor de matéria miggd em virtude de algumas
vantagens técnicas e econdmicas, como baixa prodigckbdo, possibilidade de
utilizacdo do biogas como combustivel, baixo ratpuide area, entre outros
(BRUNO; OLIVEIRA, 2008; CHERNICHARO, 1997; SPERLING996a). O
funcionamento de um reator UASB baseia-se na entadafluente na parte
inferior do reator prosseguindo em fluxo ascendextée a parte superior do
sistema, atravessando trés estagios: o leito de fdhanta de lodo (biomassa
menos densa) e 0 separador trifasico, onde ha arasdp dos sdlidos em
suspensao do biogas (CHERNICHARO, 1997).

As aguas residuarias do processamento do café ncootEnpostos
fendlicos geralmente em tais concentra¢fes, quamatomo inibidores da
bioatividade de microrganismos em sistemas biob&giPortanto, o controle da
concentracdo destes compostos no reator é criticke eital importancia
(VEERESH; KUMAR; MEHROTRA, 2005).

2.5.3 Fertirrigagéo

A reutilizacdo das aguas residuarias na irrigag@dadoura tem sido
utilizada principalmente devido ao baixo custo gaade ao aproveitamento dos
macro e micronutrientes presentes, 0s quais swdstitparte da adubacao
guimica. Entretanto, para implantacdo deste sisténfandamental que se
verifique dois aspectos importantes, que sdo anidatle da agua e a
impermeabilidade do solo. Ambos devem ser analgsadojuntamente, para a
determinacdo do potencial de salinizacdo e soddirafatores estes que podem
trazer esterilidade do solo.

Entre as vantagens deste método esta o aprovettamdanagua, o

suprimento de parte dos nutrientes essenciaisadapl e a utilizacdo do solo
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como tratamento da agua residuaria. Entretanto,0cdesvantagens pode-se
citar a necessidade de um sistema de irrigacéoy passibilidade de incidéncia
de pragas e doencas, salinizacdo e sodificacamldp @ém do gasto com o
equipamento e com entupimento de bicos e bocait QVIE009).

2.5.4 Recirculacdo da agua residuéria do processanie do café no processo
pos-colheita

O processamento via Umida do café traz como umeadegem a
utilizacdo de grandes volumes de &gua, cerca @ 4.(para cada tonelada de
gréos de café processados (DELGADO; BAROIS, 1969pm o intuito de
minimizar o uso deste recurso natural, muitos paés estdo optando pela
recirculacdo da 4gua residudria em todo o procesgam(MATOS;
CABANELLAS; BRASIL, 2006).

Apesar de ser uma técnica mais facil de ser aglidegiido ao seu baixo
custo e a ndo necessidade de grande estruturajagaarfaz a recirculagéo da
agua ocorre um expressivo aumento na concentra;amterial suspenso e em
solucdo, podendo comprometer a qualidade final rdoyto, uma vez que a
agua em recirculacéo pode ser veiculadora de fuagmmtaminantes. Portanto,
para que a recirculagdo da agua ndo cause umaidgae dos grdos que ainda
serdo beneficiados, é de extrema importancia @ggia residuaria passe por um
tratamento prévio de curta duracdo de forma a Ipiit®i a obtencdo de um
produto de boa qualidade e com economia de agud QA CABANELLAS;
BRASIL, 2006). Além disso, ap6s essa agua residwsmi recirculada, ela deve
ser submetida a outros processos de tratamenton addi dar um destino

ecologicamente correto para este efluente (MELO920
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2.5.5 Filtros orgéanicos

Os filtros orgénicos sdo muito utilizados se o ptod tem como
objetivo reutilizar a 4gua em um sistema de irdgalpcalizada (por exemplo, o
gotejamento) a fim de ndo ocorrer um entupimenagerado (MELO, 2009).

A 4gua residuéaria do processamento do café € maitem sélidos em
suspenséo e dissolvidos e, portanto, ndo é recaderal utilizacao de filtros
convencionais de areia dado a sua rapida cag@at superficial e ao
impedimento do fluxo normal da agua residuariydndo-se necessaria a troca
continua do material filtrante. Desta forma,usda por materiais organicos
filtrantes alternativos € uma opcéo interessanente eles pode-se destacar os
subprodutos de atividades agropecuérias e indisstridevido a sua

disponibilidade e baixo custo para aquisicdo (BRAXDet al., 2000).

2.5.6 Disposicao da dgua residuéaria do processamertto café no solo

Entre as varias alternativas propostas para omemtto das aguas
residuarias do processamento do café, a dispodiesie efluente no solo é a
mais usada. O objetivo de se utilizar o solo coneionde tratamento de aguas
residudrias esta ligado ao aproveitamento do fittabural constituido pelas
plantas e pelos microrganismos que, juntamente soas propriedades de
adsorcdo quimica e fisica, possibilitam a remoca@onthterial organico e
inorganico presentes nesses efluentes (HUBBARD,e1387) Entretanto, para
se utilizar deste método é extremamente importéater o uso de alguma
técnica anteriormente citada para ndo haver contay@o do meio ambiente por
saturacdo (MELO, 2009).

As principais vantagens deste método esti no espeduenas areas,

pouca dependéncia da declividade, baixo custo géeimentacdo, operacéo e
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manutencao, construcdo simples, entre outros. tBnteg algumas desvantagens
sdo inevitaveis, como a exalacéo de odores, pbdai® de desenvolvimento de
insetos causadores de doencas, dependéncia deaalganacteristicas do solo,
possibilidade de contaminacdo do lencol freatitteracdes fisicas e quimicas
no solo, além de ser dependente da qualidade darégiduaria (MELO, 2009).
Acerca destas consideracgfes, ressalta-se as tifeneossibilidades de
destinacdo e/ou tratamento de aguas residuaripsodessamento do café, suas
limitacBes e vantagens, bem como a necessidadeedeativas complementares
para a obtencdo de uma tecnologia verde e econmmita viavel, a que se

dispde o presente trabalho.

2.6 Compostos fendlicos em aguas residuarias

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores clagsesetabdlicos
secundarios de plantas envolvidos na defesa ceadiiacdo ultravioleta e na
adaptacdo a condi¢des de estresse ambiental,intgaesndo ocorre na espécie
humana. Quimicamente, podem ser definidos comdénutias que possuem um
anel aromatico contendo um ou mais grupos hidrexis compostos fendlicos
presentes nos alimentos abrangem acidos fenolitasnoides, taninos e
cumarinas (MORAES; COLLA, 2006; RIBEIRO; SERAVALL2004).

Duas classes de acidos fendlicos podem ser diglieguos derivados
do acido benzoico e os derivados dos acidos ciméngigigura 3). O contetdo
de acido hidroxibenzoico em plantas comestiveisralgiente muito baixo, com
excecdo de algumas frutas vermelhas, rabanete @re¢dola. Devido a estes
acidos serem encontrados em apenas algumas ptamssmidas pelos seres
humanos, eles ndo tém sido extensivamente estudaddsalmente ndo sao
considerados de grande interesse nutricional. @osdidroxicindmicos sao

mais comuns que os hidroxibenzoicos e consistencipalmente dos acidos p-
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cumarico, cafeico, ferdlico e sinapico. Estes @igdo raramente encontrados
na forma livre, exceto em alimentos processadossgfreram congelamento,
esterilizagdo ou fermentacdo. Acido cafeico e agdimico se combinam para
formar o acido clorogénico, que é encontrado entasuipos de frutos e em
altos teores no café. Este acido, tanto na suaafdisre quanto esterificada, é
geralmente o 4cido fendlico mais abundante e reptaentre 75% e 100% do
conteudo total de acidos hidroxicindmicos da maidos frutos (MANACH et
al., 2004).

OH OH

R1=R2 = OH, R3 = H: Acido protocatecuico ROH: Acido cumarico
R1 = R2 = R3 = OH: Acido galico R1 = R2 = OH: Acido cafeico
R1 = OCH3, R2 = OH: Acido ferulico

Figura 3 Estrutura quimica dos acidos hidroxibera®e hidroxicindmicos
Fonte: Adaptado de Manach et al. (2004)

O fenol e seus derivados sao poluentes produpdiosarias atividades
industriais, tais como no refino do petréleo, coséie de carvdo a alta
temperatura, producdo de resina e industrias del pagelulose, téxteis, ferro e
aco (ASHRAF; HUSAIN, 2009; LIU et al., 2008stando presentes nas aguas
residuarias geradas por estes setores e notavelmentaguas residuarias do
processamento dos frutos do cafeeiro (FIA et @102 Essas substancias
causam uma constante preocupacéo do ponto deamifii@ntal (KRINGSTAD;
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LINDSTROM, 1984), devido ao alto grau de toxicidatéoacumulacdo nas
diferentes cadeias alimentares, mesmo em baixa=ctacdes e persisténcia
no ambiente, além de ser altamente tdxicos aorgamismos no tratamento
biologico (GONCALVES et al., 2008; NIELSON et é1991; OHLENBUSCH,;
KUMKE; FRIMMEL, 2000; PUIG; BARCELO, 1996)Se essas substancias
forem liberadas no meio ambiente elas podem sewanem aguas superficiais
e subterrdneas e no solo (CONIGLIO et al., 200&NHREDA et al., 2003).

O impacto ambiental e a toxicidade destes compdstwdlicos e seus
derivados pode variar dependendo do nimero, tippo®icdo dos grupos
substituintes no anel do fenol. Muitos deles nam &denas toxicos em baixas
concentracbes, mas sdo também possiveis cancerigendesreguladores
enddcrinos. Portanto, a remogdo de tais composfita de uma instalacao
industrial, antes da sua disposicao final é nedes€@ONZALEZ; AGOSTINI,
MILRAD, 2008; SAKURAI; MASUDA; SAKAKIBARA, 2003; STEEVENSZ
et al., 2009).

A Resolucdo 430 do CONAMA, de 13/5/2011, dispde sobre a
classificacdo dos corpos de &gua e diretrizes analise para seu
enquadramento, bem como estabelece as condic@hd@ep de lancamento de
efluentes. Esta resolucdo estabelece que o comdadeteores maximos de
compostos fendlicos em corpos de agua € sujeittabsa de “fendis totais”.
Segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente - COMA(2011), os
efluentes de quaisquer fontes poluidoras somemterfio ser lancados, direta ou
indiretamente, em corpos de agua se apresentanecertoacées maximas de
fenois totais de 0,5 mg'L

Campos, Prado e Pereira (2010) caracterizaramusss agsiduarias do
processamento do café e encontraram a presengangmstos fendlicos (teor
médio de 954,2 mg1), que ultrapassaram a resoluc&c480 do CONAMA.

Segundo os autores, estes compostos sdo consislétaditns, atuando como
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inibidores das atividades biol6gicas de microrganis e de organismos vegetais
e animais (peixes, crustaceos, entre outros), examsso, podem interferir no
tratamento biolégico destes efluentes, inibindo Ikactérias e outros
microrganismos presentes. O fenol em uma concéariggial ou superior a 1
mg mL* pode afetar a vida aquéatica (VEERESH; KUMAR; MEHRRA,
2005).

Bruno e Oliveira (2008) encontraram concentracdédias de fendis
totais na agua residuaria do beneficiamento depaf&ia Umida de 80 a 97 mg
L, que excede o permitido para lancamento de eflgerfiia et al. (2010)
também encontraram uma concentracdo elevada deostoapfendlicos nas
aguas do processamento dos frutos do cafeeirdQ@ 2Ty L', que ultrapassa o

limite permitido.

2.7 Uso de enzimas na oxidagcdo de compostos ferasic

As tecnologias de tratamento de aguas residu&iagacionais que sao
adotadas em paises industrializados sdo muito qanas construir, operar e
manter. Além disso, para cumprir com as normas emdis rigorosas e para
restauracdo de um ambiente seguro, tornou-se @ardigpel encontrar
tecnologias de tratamento menos dispendiosas|méatte adaptaveis para estes
efluentes (DEVI; SINGH; KUMAR, 2008).

A remocao de compostos fendlicos de aguas resadupnde ser feita
por processos fisico-quimicos ou bioldgicos. Algpnscessos fisico-quimicos
empregados incluem adsorcdo em carvao ativado, aghdad quimica,
ozonizagdo, sonicacgdo, fotodegradacdo e oxidagimléica (SONG et al.,
2003). Apesar da maioria destes métodos ser efdaz,apresentam algumas
desvantagens, como elevado custo, purificacdo ipktay formacdo de

subprodutos perigosos, baixa eficiéncia e aplickde limitada a altas
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concentracbes de fendis (DIAO et al., 2011; HUSAINYSAIN, 2008;
HUSAIN; HUSAIN; KULSHRESTHA, 2009; LIU et al., 2@). Os tratamentos
biolégicos também sofrem algumas limitagcbes commé#gao de lodo, reacao
lenta e formacdo de produtos secundarios que posemmais toéxicos
(ASHRAF; HUSAIN, 2010).

A aplicacdo de enzimas para remover contaminantelSieatais e
industriais tem sido estudada nos Ultimos 20 adas.reacfes realizadas
utilizando técnicas baseadas em enzimas sdo aé&adss por uma alta
eficiéncia e seletividade e séo significativamemi@s benignas para o meio
ambiente quando comparadas com o0s métodos purantgiteicos de
remediacdo ambiental (SZATKOWSKI et al., 2011).

O uso de peroxidases (E.C. 1.11.1.7) para remarapastos fendlicos
de solugBes aquosas foi inicialmente proposto pdrakov e colaboradores
(KLIBANOV et al., 1980; KLIBANOV; MORRIS, 1981) edesde entdo, o
método tem sido amplamente investigado (AKHTAR; KAILNg 2006; AL-
ANSARI et al.,, 2010; ASHRAF; HUSAIN, 2009, 2010; AD et al., 2011,
QUINTANILLA-GUERRERO et al., 2008).

A biocatélise é a aplicacdo de enzimas livres owdlalas integras
como agentes catalisadores (BEILEN; LI, 2002). Gadamais € reconhecido o
uso das enzimas em processos de remediacdo paaento de poluentes
especificos. Estas podem atuar em compostos feaates, para remové-los
por precipitacdo ou transformacdo em outros predumdcuos (DURAN;
ESPOSITO, 2000). Podem também mudar as caraaasigte um determinado
rejeito para torna-lo mais receptivo ao tratameatoauxiliar na bioconverséo
dos rejeitos em produtos de maior valor agregadd®M; NICELL, 1997).

Vantagens potenciais dos processos enzimaticog smbitratamentos
convencionais sdo: custo reduzido de implementacéperacdo; operagdo ao

nivel tracos de compostos organicos, ou sobre cstopmao removidos por
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processos fisico-quimicos existentes; redugcdo neurno de agentes oxidantes
e auséncia de materiais adsorventes para sereasidisgNICELL et al., 1992);
aplicacdo sobre uma ampla faixa de concentrac@om@minantes; acdo sobre
materiais recalcitrantes; facil processo de coatrel um minimo impacto
ambiental (BODALO et al., 2006b; KARAM; NICELL, 199

Por estas razfes, mais atencdo tem sido dada eovdbsmento de
tecnologias alternativas e/ou complementares paran@c¢ao de poluentes
organicos toxicos em aguas residuarias (HEJRI; SBBR®, 2009). As
consideracdes apresentadas acima podem viabilizarsm de processos
enzimaticos em substituicdo aos processos convaisiou, ainda, favorecer

sua utilizacdo em conjunto com 0s mesmos.

2.7.1 Peroxidases

Peroxidases sdo oxidorredutases que possuem &sgdadé por uma
ampla variedade de substratos aromaticos, comaisfepélifenéis, aminas
aromaticas primarias e poliaminas aromaticas preaEssas enzimas podem
ser encontradas em microrganismos, plantas e tarabémamiferos. A fungéo
biolégica das peroxidases envolve sintese de vhrmasoléculas e também a
detoxificacdo por meio da destruicdo deOH (VELDE; RANTWIJK;
SHELDON, 2001).

As peroxidases sdo empregadas na indUstria devigdoads propriedades
cataliticas, a versatiidade de reconhecer diversgstratos e a
termoestabilidade. Apresentam aplica¢cbes na aredntiEse organica, remocao
de compostos fendlicos em residuos industriaisstoogo e aplicacdo de
biossensores, imunoensaios enziméticos e diminweaesiduos poluentes de

industria de tecidos, que utilizam estas enzimagmuessos de descoloracdo
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(LOUGHLIN, 2000; MACIEL; GOUVEA; PASTORE, 2006, 260 MILAND;
SMYTH; FAGAIN, 1996).

A peroxidase de raiz forte ou horseradish perogidaa mais conhecida
e mais estudada até o presente momento. Tratatsealglicoproteina globular
com massa molecular de 42.000 g Tohue tem uma parte proteica
(apoenzima) de, aproximadamente, 34.000 g heb restante é composto pelo
grupo prostético (tipo heme) que contém o cofagado fortemente ao sitio
ativo da enzima. Nos vegetais superiores, o cofelop no seu estado de
oxidagdo +3 encontra-se ligado a uma molécula d&ipa, compondo o grupo
heme, que promove a doacdo de elétrons na reacaxidecdo dos seus
substratos aromatic@UNFORD, 1999; FORGIARINI, 2006).

Os compostos fendlicos séo oxidados pela peroxidaspresenca de
peréxido de hidrogénio, formando radicais. Em s#muibs radicais reagem
rapidamente formando polimeros insollveis, que modser facilmente
removidos (KLIBANOV; TU; SCOTT, 1983), enquanto m@bsenadante
resultante torna-se livre de compostos fendlicos) cheiro mais suave, menos
turvo e também menos téxico (BUCHANAN; NICELL, 1998

A reacdo de polimerizacdo de fenodis é baseadaipaintente no
mecanismo de reacdo de radicais livres (BUCHANANCHELL, 1998;
NICELL, 1994), e tem sido alvo de pesquisas coma teunologia promissora
para o tratamento de aguas residudrias contendposbos fenolicos.

A reacdo em que as peroxidases catalisam a redlogeroxido de
hidrogénio (HO,) ou outro peroxido organico, enquanto um doadogléons
(AH,) é oxidado, ocorre em mudltiplas etapas, como radsta seguir.
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Peroxidase- H,0, — CompostokH,O (1)
Compostol+ AH, — Compostoll+ AH" (2)
Compostoll+ AH, — Peroxidase+r AH" + H,O (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 oxidagdo ntaigral comparacdo com a
enzima nativa. No segundo estégio da reacdo, oa@ximpoxida uma molécula
de substrato (A, gerando um substrato radicalar e o compostenalmente,

0 composto Il é reduzido por uma segunda moléoelsutbstrato, fazendo com
que a enzima retorne a sua forma inicial (HINERIe2001).

Os radicais livres formados durante o ciclo {Atifundem-sedo sitio
ativo da enzima para o meio da solucdo onde elescgplam para formar
dimeros. Se esses dimeros sao sollveis, elesremt@ubstratos para outro
ciclo enzimatico formando oligbmeros superioresci€lo continua até que os
polimeros gerados alcancam seu limite de solubiida precipitam da solucéo
(DUNFORD, 1999). Estes polimeros podem ser facitma®movidos por
filtracdo, sedimentacdo ou centrifugacdo (ASHRAFUSAIN, 2009;
KLIBANOV et al.,, 1980). Acredita-se que a precigda destes produtos
poliméricos seja acompanhada pela remocdo de fem@sitros compostos
aromaticos relacionados presentes em aguas reagl(AKHTAR; HUSAIN,
2006).

A maioria das moléculas poliaromaticas solUveisipriadas 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 o previsto pekgesimetria da reacdo. O
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resultado subsequente desta oxidagdo é a formag@adkias ainda maiores
com solubilidade reduzida (NICELL et al., 1992).

Apesar da reacdo de polimerizacdo de fendis apgegsam enorme
potencial para remediacdo de solu¢des aquosasntoatias por compostos
fendlicos, a sua aplicacdo é dificultada pela bastbilidade operacional da
peroxidase como resultado da inativagédo da enziqae aumenta os custos do
tratamento. Esta é considerada a principal desyamtadas pesquisas
enzimaticas atuais (KIM; CHAE; CHU, 2007).

Klibanov, Tu e Scott (1983) sugeriram que a ingiieaocorre durante a
reacdo enzimatica devido as interagfes dos radiomiso sitio ativo da enzima.
Nakamoto e Machida (1992), por outro lado, relatague a inativacdo da
enzima é um resultado do produto polimérico finz¢ @dsorve a enzima e co-
precipita com ela impedindo o acesso do substmatsitéo ativo.Outra forma
possivel de inativacdo da enzima é devido ao exaEsperdxido de hidrogénio
(ARNAO et al.,, 1990; BAYNTON et al., 1994; WRIGHNICELL, 1999).
Entre esses processos, 0 que vai ser domieamtdéeterminada situacéo depende
muito da concentracao especifica da enzima, pay@eachidrogénio e substratos
redutores (por exemplo, o fenol) (AL-ANSARI et 2010).

Outros inconvenientes podem limitar 0 uso de erziera aplicacdes
praticas e remediacdo de ambientes contaminados.ambientes naturais,
desvantagens que podem impedir ou diminuir o p@kneatalitico dos
catalisadores enzimaticos pode depender tanto dweeries a serem
transformados quanto das enzimas. Em uma areadapluhisturas ou
combinacdes compostas de muitos contaminantesiocogéfe inorganicos), ao
invés de um Unico poluente, estao presentes, mplexidade da poluicdo pode
implicar em possiveis efeitos sinérgicos positioosiegativos sobre a eficiéncia
da enzima. As enzimas podem reduzir ou até mesmlempa sua atividade apés

a transformacé@o de poluentes ou podem apresentarbaira estabilidade e
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sobrevivéncia sob condi¢bes ambientais muitas vedesrsas (RAO et al.,
2010).

Para aumentar a eficiéncia e a relacdo custo-&icdm tratamento
enzimatico, varios aditivos foram testados devidmpacidade de minimizar a
inativacdo das enzimas. Estes estudos demonstrana quxidacdo de fenois
catalisada por peroxidases pode ser melhoradaéattavadicdo de aditivos tais
como surfactantes (AL-ANSARI et al., 2010; GUANGLE& al., 2009; KIM,;
CHAE; CHU, 2007; ZHANG, L. et al.,, 2012; ZHANG, Yet al., 2012),
polietilenoglicol (PEG) (AL-ANSARI et al., 2010; ASRRAF; HUSAIN, 2009;
BODALO et al., 2006a, 2007; DIAO et al., 2011; HEJRABOORA, 2009;
QUINTANILLA-GUERRERO et al., 2008; YAMADA et al.,@10), quitosana e
gelatina (NAKAMOTO; MACHIDA, 1992; WU et al., 19971,998).

Acredita-se que o PEG atue como um ‘polimero dmifgao’: ele
desvia os radicais livres gerados durante o processlitico impedindo-os de
se ligarem covalentemente ao sitio ativo da enziaigernativamente, ele
substitui a enzima na adsorcdo nos produtos poatiogrsolidos formados
durante a reacado, devido a sua maior afinidadeadicd com os produtos
poliméricos comparado as peroxidases (NAKAMOTO; MBDA, 1992; WU
et al., 1998), impedindo assim que a enzima decamteos soélidos.

Vérios estudos sobre os efeitos dos surfactanteseagdes catalisadas
enzimaticamente tém sido realizados. Surfacta@esnoléculas anfifilicas que
possuem partes hidrofobicas e hidrofilicas. A paitiofilica € chamada de
cabeca, e a hidrofébica de cauda. A parte hidrofopode ser constituida por
uma Unica cadeia ou pode conter até quatro cadki@abeca pode ser um
grupo polar carregado ou nao carregado. De acamipachatureza dos grupos
cabeca, os surfactantes séo classificados em eo&matidnicos, ndo ibnicos e
zwitterions (anféteros). Em solugBes aquosas dactantes podem existir como

mondmeros (abaixo da concentracdo micelar critivzegob a forma de micelas
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(acima da concentracdo micelar critica) e, porfaotefeito promovido pelo
surfactante sobre o comportamento da enzima valeygndente da sua forma
de organizacao (BIASUTTI et al., 2008).

Diversos relatos na literatura apontam que a pegesee surfactantes
podem reduzir as interacdes entre as enzimas eodsitps da polimerizacao
oxidativa e entdo, protegé-las da inativacdo (SAKURMASUDA;
SAKAKIBARA, 2003).

Vérias possibilidades s@o consideradas para ekm@iaapacidade dos
surfactantes em suprimir a inativacdo das enzi@asurfactantes, assim como
0 PEG, poderiam impedir a adsorc¢éo da enzima roakifws poliméricos por se
associarem com o0s produtos. Duas possibilidades péuistas para o
comportamento dos surfactantes: ou por particiontondos produtos formados
em quaisquer micelas de surfactante presente darnaivamente, por
particionamento dos mondémeros do surfactante neegados do produto,
alterando as suas caracteristicas de superficiiode que a enzima nao adsorva
mais (AL-ANSARI et al., 2010).

2.7.2 Vegetais utilizados como fonte de peroxidase

Peroxidases sdo enzimas sollveis em 4agua e, pors&s facilmente
extraidas homogeneizando a fonte de enzima com &gutrando o
homogeneizado. O filtrado obtido pode ser utilizd@tetamente como fonte de
enzima bruta de baixa pureza ou pode ser tratad® qgsnover parte das
impurezas (REED, 1975).

As peroxidases sdo encontradas em diversas esiécieino vegetal e
a mais importante, do ponto de vista comercial, &sadada da raiz forte

(Armoracia rusticani na forma purificada (horseradish peroxidase - HPR
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raiz forte é geralmente cultivada e colhida emgmite clima frio (MACIEL;
GOUVEA; PASTORE, 2006).

A disponibilidade limitada da planta e 0s custeréntes aos processos
de purificacdo inviabilizam o uso desta enzima angd escala. Portanto, é
evidente a necessidade da busca de fontes magwaie® a reducdo do custo
de producdo destas enzimas, que pode ser obtit@anido as condi¢Bes de
extracdo e pela utilizacdo de vegetais contendoadividade enzimética, que
podem ser aplicados diretamente sem a necessigageckssos dispendiosos
de purificacdo (SILVA et al., 2012).

Fatibello Filho e Vieira (2002) avaliaram o uso eeratos brutos
vegetais ricos em peroxidase para a determinac&éaries analitos de interesse
alimenticio, ambiental, farmacéutico, industrialtexnolégico. Os vegetais
testados foram péssego, inhame, mandioca, alcachbftata-doce, nabo,
rabanete e abobrinha, tendo sido os quatro Ultimsogue apresentaram maior
atividade enzimatica. O extrato bruto de jil6 tamkéi utilizado como fonte de
peroxidase para a construcéo de biossensores (JRA/E/IEIRA, 2006).

Silva et al. (2012) estudaram a obtencéo da engenaidase de varias
fontes vegetais como o0 nabo, abobrinha, jil6 e thathbce, sendo que a
peroxidase de nabo (PEN) apresentou maior atividadanatica. As melhores
condi¢des de extracdo desta enzima foram padr@szad seu potencial na
descoloracdo de corantes téxteis foi avaliado. Al BE mostrou eficiente na
remocao do corante reativo turqueza remazol G 1&3PR).

O nabo é uma hortalica anual, de porte herbaeatenzente a familia
Brassicaceae. A parte comestivel é a raiz, entetas folhas também sé&o
comestiveis e, em alguns lugares, séo utilizada® @aladas. O ciclo cultural
tem cerca de 40 a 60 dias, na primavera e no wd&d90 a 100 dias no inverno
(PEDRO JUNIOR et al., 1987).
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Além do naboa peroxidase de soja tem sido foco de pesquisasagpar
tratamento de &guas residuarias devido suas vadtasatas fontes comparadas
com outras peroxidases, excelente estabilidadedarampla especificidade por
substrato e boa adaptabilidade ao ambiente de aea@m da menor
susceptibilidade a inativacao irreversivel por gield de hidrogénio comparado
a outras peroxidases (AL-ANSARI et al., 2009; MCEXDON; DORDICK,
1996; MCELDOON; POKORA; DORDICK, 1995; STEEVENSZ at, 2009;
WRIGHT; NICELL, 1999).

A soja Glycine maxX..) é a cultura agricola brasileira que mais @asc
nas ultimas trés décadas e corresponde a 49%alalareaada em gréos do pais.
O aumento da produtividade esta associado aos @/éeunoldgicos, ao manejo
e eficiéncia dos produtores. O grdo é componergene&l na fabricacdo de
racfes animais e com uso crescente na alimentagiana encontra-se em
franco crescimento (BRASIL, 2013).

O gréo de soja constitui uma fonte abundante dexErse e novas
tecnologias estdo sendo desenvolvidas utilizandoxjuase de soja como uma
alternativa econdmica, de baixo custo para técrideasxidacdo quimica como:
branqueamento de polpa e papel, tratamento de agsalarias industriais,
remediacdo de solos e sinteses organicas (VIERLIMIGCOX, 1996).

A peroxidase de soja (PES) pode ser encontrada ettivtodas as partes
da planta de soja, entretanto a atividade nos gramsito superior a das folhas e
raizes. Nos graos, a PES encontra-se localizad# quee totalmente nas cascas
(99%), e possui a principal funcdo fisiolégica deorpover uma barreira
protetora para o embrido em seu interior.

No Brasil, cascas de graos de soja, ricas em e representam um
residuo gerado em abundéancia na industrializac&alichentos, representando

cerca de 7 a 8% do peso seco do grao, o que tavoadfel 0 emprego deste
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residuo como fonte de enzima peroxidase em bicepsms € em outras
aplicacdes (RESTLE et al., 2004).

Diversos relatos na literatura apontam o uso dexjmase de soja e de
nabo na oxidacdo de compostos fendlicos: (1) Aladinst al. (2010) avaliaram
a oxidacao de fendis em aguas residuarias de dbcdér hulhgor extrato bruto
de peroxidase de cascas de soja na presenca de adiiivos, e encontraram
uma oxidagao superior a 95%; (2) Hejri e Saboo®®9P demonstraram que a
peroxidase de cascas de soja foi efetiva na elgmde compostos fendlicos de
aguas residuarias sintéticas; (3) Quintanilla-Gareret al. (2008) compararam o
potencial de oxidacdo de solugdes fendlicas siat®tpor peroxidase de nabo
livre e imobilizada, e a peroxidase de nabo impaida apresentou uma
porcentagem de remoc¢édo de 95%, superior a perexidas (90%); (4) Duarte-
Véazquez et al. (2002) obtiveram 85% de eficiéneiaemocdo de derivados de
fenbis em aguas residuarias sintéticas com persxidie nabo, e quando na

presenca de PEG, essa eficiéncia aumentou para 95%.



49

3 CONSIDERACOES FINAIS

O processamento por via Umida dos frutos do cafeepresenta
inUmeras vantagens comparado ao processamentdepsgoa. Entretanto, gera
grandes volumes de aguas residuarias (ARC) ricasoenpostos fendlicos de
alto poder poluente, havendo a necessidade dentrata deste efluente antes do
seu descarte em corpos hidricos receptores. Axigases apresentam um
grande potencial na oxidacdo de compostos fendécqmrtanto, o tratamento
enzimatico de ARC pode ser empregado como altemnads tratamentos
convencionais, ou em conjunto com 0S Mesmos.

Neste trabalho observou-se que o acido cafeicg®noipal composto
fendlico encontrado na ARC, seguido da catequigalecatequina. O elevado
teor de compostos fendlicos totais (233,56 mpencontrado na ARC além de
exceder os limites estabelecidos pelo CONAMA (0g lil), trata-se de uma
concentracdo que afeta a atividade dos microrgasisem um tratamento
biolégico (BOLANOS et al., 2001), justificando acessidade de remocé&o
destes compostos.

A peroxidase de nabo é eficiente na oxidacdo ddoaciafeico,
apresentando uma oxidacao de 51,07% em apenasnlifomie reagéo, o que
faz da oxidacdo enzimatica um método atrativo, wem que 0s tratamentos
convencionais requerem longos periodos de tempoermanto, a eficiéncia
deste catalisador é dependente de alguns paramédiss como, pH,
concentracéo deJf, e enzima utilizadas no ensaio.

Ap6s a padronizacdo dos parametros 6timos pardlmmadgesempenho
do catalisador foram comparados os potenciais ddag&o de varias fontes
enzimaticas, e entre elas a peroxidase de nabsesypoe potencial de oxidacéo

do acido cafeico (75,99%) superior a peroxidaseafdd das cascas de soja
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(64,28%), e as enzimas comerciais horseradish gaex (67,55%) e
peroxidase de soja (64,74%), nas mesmas condiebessaio.

No ensaio de oxidacdo com a ARC a maior oxidacimitida pela
enzima comercial horseradish peroxidase (74,37eg\lida da peroxidase de
nabo (67,59%), peroxidase extraida das cascagalé65§076%) e peroxidase de
soja comercial (65,40%). O controle realizado neéauia de enzima apresenta
uma oxidacdo de 59,04%, podendo estar associadaisteneia de dois
mecanismos de oxidacdo. Apesar disso, estes ssiltenostram que o
tratamento proposto pode ser eficiente no tratamneet efluentes contendo
compostos fendlicos, visto que o0s tratamentos cwiweais apresentam
algumas desvantagens.

A adicdo de polietilenoglicol e Triton X-100 no refeacional de

oxidagdo da ARC praticamente néo altera a oxidacao.
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ABSTRACT

Peroxidases can be used in the treatment of watstewantaining
phenolic compounds. The effluent from the wet pssogy of coffee fruits
contain a high content of these pollutants. Thislgtevaluated the potential use
of different peroxidase sources the oxidation of caffeic acid and of total
phenolic compounds in coffee processing wastew&ekV). The identification
and quantification of phenolic compounds in CPW wasformed by high
performance liquid chromatography and caffeic agas the major phenolic
compound found. Some factors, such as reaction g2 at 10.6), amount of
H,0, (8.0 at 80 mmol L) and enzyme (0.0673 at 31.25 U Milwere evaluated,
in order to determine the optimum conditions fog #nzyme performance for
maximum oxidation of caffeic acid. The turnip pedase (TPE) proved
efficient in the oxidation of caffeic acid, reactian oxidation of 51.05% in just
15 minutes of reaction at pH 8.0 and using 56 mioYoH,O,. However, in the
oxidation of the CPW, the horseradish peroxidaseRH was more efficient
with 74.37% + 0.16 oxidation, followed by TPE wiii.59% + 0.11.The effect
of polyethyleneglycol and Triton X-100 dose on theédation of CPW was also
evaluated and increase in the oxidation were nsémed. Enzymatic oxidation
presents potential as a viable alternative andia eomplementary technology
in the oxidation of phenolic compounds in CPW.

Keywords: Environmental biocatalysis. Peroxidaséherf®lic compounds.
Enzymatic oxidation. Wastewater. Coffee fruits.
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1 INTRODUCTION

The presence of different aromatic compounds intevester from
several industries is a matter of great environalecbncern (ASHRAF;
HUSAIN, 2010b). Phenols and their derivatives ocourthe wastewater of
many industries, such as coal conversion, oil reginmanufacturing of plastics,
paper, pulp, resins, textiles, iron, steel produtf{ASHRAF; HUSAIN, 2009;
LIU et al., 2002) and notably in coffee processivastewater (CPW) (FIA et al.,
2010).

These substances, once released into the envirenmeay accumulate
in groundwater, surface water and soil (CONIGLICakt 2008; GIANFREDA
et al.,, 2003). Beyond the high degree of toxichiigaccumulation in various
food chains, even at low concentrations, and persie in the environment
(RODRIGUES et al., 2010), phenolic compounds aghlki recalcitrant and
toxic to the microorganisms in the biological traaht. Removal of phenol
along with other pollutants from industrial wastéevastreams before their
discharge into receiving water bodies is thus aittigy (BAJAJ et al., 2008).
The CONAMA Resolution R 430 from 05/13/2011 states that any effluents
from polluting sources can only be released diyeotl indirectly into water
bodies if their maximum phenol concentration isid L™

Coffee is a major plantation crop grown worldwidedas one of the
most popular beverages consumed throughout thedl WBELVAMURUGAN,;
DORAISAMY; MAHESWARI, 2010). About 60 tropical andubtropical
countries produce coffee extensively and, for sarhgéhem, it is the main
agricultural export product (ESQUIVEL; JIMENEZ, 201 Brazil, the largest
producer and coffee exporter, and the second taogesumer of the product,
has currently a coffee crop estimated at 2.3 milliectares. There are about
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287.000 producers, part of associations and cotipesa are distributed in 15
states (BRASIL, 2013).

Coffee is processed either by wet or dry methoce Wet method of
processing results in a coffee of superior quatitynpared to the dry method.
Wet processing of coffee uses a lot of water defit stages of its processing.
The resultant effluent is rich in total suspended dissolved solids, containing
a wide variety of organic compounds, such as aadfesugars and phenolic
compounds, unsuitable for direct disposal in soiwaterways (GONCALVES
et al., 2008). There is little information aboutsteawater from the coffee wet
processing, and little is known about the physicdlemical and biological
status. If the wastewater emanating from theseatipas is discharged into
natural water bodies without treatment, it will lpté the receiving water body
(SHANMUKHAPPA et al., 1998).

Pulping water can be further reused for harvepufjigng on the same
day, but this results in an increase in organictenatnd a decrease in pH. The
high acidity of this effluent may deplete the Ifepporting oxygen from the
water bodies it is joining (HADDIS; DEVI, 2008).

The removal of phenolics from wastewater can beeaeld either by
physico-chemical or biological processes. Some lé Pphysico-chemical
processes employed for the removal of phenolic eamg@s from industrial
wastewater include activated carbon adsorptionmated oxidation, ozonation,
sonication, photodegradation and electrolytic otafa (SONG et al.,, 2003).
However, these methods have their own drawbacksh sas high cost,
incomplete purification, formation of hazardousgrgducts, low efficiency and
applicability to a limited concentration range (0DAet al., 2011; HUSAIN;
HUSAIN, 2008; HUSAIN; HUSAIN; KULSHRESTHA, 2009; U et al.,
2002).Nevertheless, these methods are not suitabledatitig moderate to high

concentrations of phenols (DIAO et al., 2011). Tielogical treatment of
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aromatic compounds also has several limitationsh s1$ the sludge formation,
slow reaction and formation of side products, whitkimes are even more toxic
(ASHRAF; HUSAIN, 2010b).

For these reasons, more attention has been paidabelopment of
alternative and/or complementary technologies tierremoval of toxic organic
pollutants in wastewater (HEJRI; SABOORA, 2009)whs also found from
previous studies that only little work has beenadtmanalyze various aspects of
coffee processing, as well as the impact of sudluesft on the surrounding
environment and human health. Thus, it is necessagevelop economically
viable and eco-friendly technologies for handinghsuype of wastewaters
(HADDIS; DEVI, 2008).

The enzymatic method has some advantages overmna methods
of treatment, which include: applicability over mad range of pH, temperature,
salinity and contaminant concentration, action atalcitrant materials,
simplicity in controlling the process and minimahveeonmental impact
(BODALO et al., 2006b; KARAM; NICELL, 1997). The plication of
oxidoreductive enzymes, such as peroxidases, talysat the oxidation of
aromatic compounds from wastewater has been widegstigated (AKHTAR,;
HUSAIN, 2006; AL-ANSARI et al.,, 2010; ASHRAF; HUSANI HUSAIN;
KULSHRESTHA, 2009; ASHRAF; HUSAIN, 2010b; DIAO etl.a2011;
QUINTANILLA-GUERRERO et al., 2008). In the presenacd hydrogen
peroxide (HO,), which acts as an electron acceptor, peroxidé@dgd, donor
oxidoreductase, E.C.1.11.1.7) are able to catalygeoxidative polymerization
of phenolic compounds to form insoluble polymersARD et al., 2001).

The involvement of peroxidases in the oxidativeypwrization of
phenols was previously demonstrated by several oeatfBUCHANAN;
NICELL, 1997; KLIBANOV et al., 1980; WRIGHT; NICELL1999). Most

reports on the detoxification of wastewater conteted with phenols, cresols
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and chlorophenols have used horseradish peroxi@dsESAIN; HUSAIN;

KULSHRESTHA, 2009), which is usually cultivated aharvested in cold
climate countries (MACIEL; GOUVEA; PASTORE , 2006Pue to the
widespread use of peroxidases, mainly as an emagatal biocatalyst, there is
a growing interest in new sources of this enzymi (8 et al., 2012b).

Recently, peroxidases from other sources, sucloy®an (AL-ANSARI et al.,
2010), turnip (QUINTANILLA-GUERRERO et al., 2008)nd bitter gourd
(AKHTAR; HUSAIN, 2006) have been suggested as a#tves to horseradish.

Although the peroxidase-mediated oxidative couplprgcess has an
enormous potential for the remediation of aquealstisns contaminated by
phenolic compounds, its application is hamperethbylow operational stability
of peroxidase as a result of enzyme inactivatiohiclv increases treatment
costs. Klibanov, Tu and Scott (1983) suggested tthiatinactivation occurred
during the enzymatic reaction, due to the inteomstiof phenoxyl radicals with
the enzyme's active site.

On the other hand, Nakamoto and Machida (1992) heperted that
enzyme inactivation is a result of the end-procaadymer, which adsorbs the
enzyme and coprecipitates it, hindering the aca#sshe substrate to the
enzyme's active site. Another possible way foritlaetivation of the enzyme is
due to excess hydrogen peroxide (ARNAO et al., 1820/NTON et al., 1994;
WRIGHT; NICELL, 1999). Which of these might be darant in a given
situation depends very much on the specific comagahs of the enzyme,
peroxide, and the reducing substrate (e.g. ph€éAbPANSARI et al., 2010).

To enhance the efficacy and cost-effectiveness haf €nzymatic
approach, various additives have been tested feir thbility to minimize
enzyme inactivation. These studies have shown ttieatoxidation of phenols
catalyzed by peroxidases can be enhanced by adalidfives, such as
surfactants (AL-ANSARI et al., 2010; GUANGLEI et ,a2009; KIM; CHAE;
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CHU, 2007; ZHANG, L. et al., 2012; ZHANG, Y. et ,aR012), polyethylene
glycol (PEG) (AL-ANSARI et al., 2010; ASHRAF; HUSN| 2009; BODALO
et al., 2006a, 2007; DIAO et al., 2011; HEJRI, SABRA, 2009;
QUINTANILLA-GUERRERO et al.,, 2008; YAMADA et al., @L0), among
others.

Studies involving the enzymatic removal of phena@npounds from
real effluents are limited, mainly for CPW. In tltisntext, the objectives of this
study included the identification and quantificatiof phenolic compounds from
CPW, the evaluation of different peroxidase soume¢ke degradation of caffeic
acid, a phenolic compound, and in the total phermtidation of CPW, with the

addition or not of chemical additives.
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2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals and reagents

Catalase (EC 1.11.1610.000 units per mg protein) and horseradish
peroxidase (EC 1.11.1.7) were purchased from Sigldaeh. Soybean
peroxidase (EC 1.11.1.7) was kindly provided by -BResearch Products.
Polyethylene glycol (average molecular mass of 4D@) and Triton X-100
were purchased from Vetec. Acetic acid and methaverke purchased from
Merck (Darmstadt, Germany).

The phenolic standards used were: -caffeic acid,licgadcid,
gallocatechin, 3,4- dihydroxybenzene, catechin, omgenic acid,
epigallocatechin, vanillic acid, epicatechin, sgith acid, p-coumaric acid,
ferulic acid, m-coumaric acid, o-coumaric acidyvegatrol, ellagic acid, salicylic
acid, all Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). M system and nylon
membrane were obtained from Millipore (BillericaAVIUSA).

Horseradish peroxidase (HPR) and soybean perox{@=3@) were used
in aqueous solution (30 mg of the commercial enzym& mL of 0.1 mol [*
phosphate buffer, pH 7.0 and 26 mg of the commleeciayme in 20 mL of 0.1
mol L™ citrate phosphate buffer, pH 6.0, respectivelyfjeAthe preparation, the
enzymes were stored at an average temperaturé®f 4

2.2 2.2 Coffee processing wastewater

2.2.1 Collection
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The coffee processing wastewater (CPW) was obtameda farm
located in Bom Sucesso, Minas Gerais. This watey ealected in a storage
tank on the farm, where all the processing efflismbixed. After collecting the

samples, the effluent was stored in amber bottlés@.

2.2.2 Identification and quantification of phenoliccompounds from CPW

A high-perfomance liquid chromatography (HPLC) systwas used for
separation, identification and quantification o€ thhenolic compounds present
in the wastewater from the coffee fruits processibgromatographic analyses
were performed using an Agilent HPLC equipment rh@d80, equipped with a
binary pump, an auto injector and a detector witidel array at a wavelength of
280 nm. The wastewater and the standards wereasegaon an Ascentis;&
column (25 cm x 4.6 mm, pm), attached to an Ascentigg@re-column (2 cm
X 4.0 mm, 5um). The mobile phase was composed of the follovgiolgitions:
2% acetic acid (A) and methanol:water:acetic a¢ilZ8:2 v/v/v) (B). Analyses
were performed in a total time of 50 min at 15i?Ca gradient-type system: 100
% solvent A from 0.01 to 5 min, 70 % solvent A frénto 25 min, 60 % solvent
A from 25 to 43 min, 55% solvent A from 43 to 50mMiSolvent A was
increased to 100%, seeking to maintain a balanckonn. The flux used in all
tests was 1 mL mihand the injection volume was 0.

The stock standard solutions were prepared in methan a
concentration range from 0.1 to 127.72 mb Acetic acid and methanol were
used to prepare the mobile phase and ultrapure wate obtained by the Milli-
Q system.

The wastewater was initially injected into the poddmn to remove
impurities that could damage the chromatographiagran. The wastewater and

the standards were filtered on a 04 nylon membrane and then injected
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directly into the chromatographic system in threelications. The phenolic
compounds in the wastewater were identified by @mispn with the retention
times of the standards. Quantification was perfatrbg the construction of

analytical curves.

2.3 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 ifead®er with 100 mL of 0.05
mol L™ phosphate buffer, pH 6.5, containing 0.2 mdl MaCl for 30 s. The
homogenate was filtered in organza cloth and deged at 10000 x g for 15
min, at 4 °C (FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002). Thehtained solution was
subjected to precipitation by adding cold acetomd teaching 65% (v/v). After
a rest from 12 to 14 h, at -18 °C, the homogenate eentrifuged at 11000 x g
for 15 min, at 4 °C. The precipitate obtained affter removal of the acetone by
a treatment in gridge during 72 h was redissolveghiosphate buffer, pH 7.0
and then used for the studies on phenolic compaxidation (SILVA et al.,
2012a).

To obtain the soybean seed hull extracts, the seeds immersed in
distilled water for 24 h and hull removal was penied manually. The
procedure for the extraction of peroxidase was neidelarly to the turnip
roots, differing only in the amount the plant tissised, which was 15 g of seed
hull.
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2.4 Enzymatic activity

The enzymatic activity was determined accordinghan and Robinson
(1994, with modifications) by using the followingaction medium: 1.5 mL of
1% guaiacol (v/v) (Vetec, 97%, viv), 0.4 mL of 98nwl L™ H,0, (Vetec, PA),
0.1 mL enzyme (kept in ice bath) and 1.2 mL offddl L™ phosphatduffer pH
7.0 for turnip peroxidase (TPE) and horseradisloyidase (HPR), and 1.2 mL
of 0.1 mol L* citrate phosphatbuffer pH 6.0 for the peroxidase extracted from
soybean seed hulls (SHP) and commercial soybeaoxigase (CSP). The
reaction was carried out for 3 min at 30 °C in acdmvision spectrophotometer
coupled to a thermostatic bath.

One unit of peroxidase activity (U) represents fimenation of 1 pmol
tetraguaiacol per minute of reaction in the assagitions and it was calculated
by using data relative to the linear portion of theve (KHAN; ROBINSON,
1994).

2.5 Reaction time

The first part of this study was to optimize thaation conditions for
the oxidation of caffeic acid in the presence tip peroxidase. A caffeic
acid solution (2.13 mmolt) was prepared in 2% ethanol/watdte choice of
this phenolic was based on the fact that caffeid @ocone of the major phenolic
compounds found in CPW, according to the resultthefHPLC analysis in the
present study.

Initially, the enzymatic reactions were conductadphosphate buffer,
0.1 mol L%, pH 7.0 (1.2 mL), containing: (1) 40 mmol'lH,0, (0.4 mL), (2)
caffeic acid at a concentration of 2.13 mmdI(L.5 mL) and 0.1 mL enzymatic

solution (16.83 U mt) and incubated at 30 °C, to estimate the optimontact
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time. Controls were carried out in the absence @,HThe reaction mixture
was stirred continuously. Aliquots of the reactimixture were withdrawn at 5
min intervals up to 180 min, and the enzymatic tieacwas stopped by adding
0.1 mL catalase solution (1.2 mg of the commereryme in 1.0 mL of 0.1
mol L™ phosphate buffer, pH 7.0) (DIAO et al., 2011, witbdifications).

The insoluble product was removed by centrifugaibB000 x g, for 10
min at 25 °C. The residual concentration of caffaitd was measured by the
colorimetric method of Folin and Denis, using caffacid as standard (AOAC,
2005). The calculation to determine the oxidizeffeda acid percentage was

made according to Eq. (1):

Oxidation of caffeic acid (%) =

caffeic acid concentratiggy, - caffeic acid concentratig, )x 100 )
caffeic acid concentratigRa

Three repetitions were carried out for each treatme
2.6 Effect of pH

2.13 mmol ! (1.5 mL) caffeic acid were incubated with TPE gB6U
mL™) in the buffers of different pH values (2 to 10if)the presence of 40
mmol L H,O, (0.4 mL) for 30 min at 30 °C. The buffers used aveitrate
phosphate buffer (0.1 mol*.pH 2.0 to 7.0), phosphate buffer (0.1 mdl pH
7.0), tris-HCI buffer (0.1 mol £, pH 7.0 to 9.0) and glycine-NaOH buffer (0.1
mol L, pH 10.0 and 10.6). After 30 min, the reaction vgaspped by the
addition of a catalase solution (1.2 mg of the camuial enzyme in 1.0 mL of
0.1 mol L' phosphate buffer, pH 7.0). The controls were edrmut in the
absence of enzyme. The insoluble product and thelual concentration of
caffeic acid were carried according to item 2.5.



79

2.7 Effect of HO,

2.13 mmol L* (1.5 mL) caffeic acid were incubated with TPE (514
mL™) with H,O, concentrations from 8.0 to 80 mmal 0.4 mL) in a 0.1 mol
L™ tris-HCI buffer, pH 8.0 for 30 min at 30 °C. Thezgmatic reaction was
stopped by adding 0.1 mL catalase solution (1.2ofipe commercial enzyme
in 1.0 mL of 0.1 mol [! phosphate buffer, pH 7.0). The controls were edrri
out in the absence of enzyme. The insoluble procarmtl the residual

concentration of caffeic acid were carried accaydmitem 2.5.

2.8 Effect of enzyme concentration

2.13 mmol ' (1.5mL) caffeic acid were incubated with incregsin
concentrations of TPE (0.0673 U rhito 31.25 U m[) in the presence 56
mmol L™ H,0, (0.4 mL) in a 0.1 mol Ltris-HCI buffer, pH 8.0 for 30 min at 30
°C. The enzymatic reaction was stopped by addibgnl. catalase solution (1.2
mg of the commercial enzyme in 1.0 mL of 0.1 mdl phosphate buffer, pH
7.0). The insoluble product and the residual cotraéion of caffeic acid were

carried according to item 2.5.

2.9 Caffeic acid oxidation by different sources gberoxidase

After optimization of the reaction conditions fdret oxidation of caffeic
acid by TPE, the assays were carried out propotiegevaluation of the
potential of different peroxidase sources: SHP,PC&d HPR on the

degradation of caffeic acid, for comparison purgose
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The enzymatic reactions were conducted in a 0.1Lmadlis-HCI buffer,
pH 8.0 (1.2 mL), containing: (1) 56 mmol'L(0.4 mL) HO,, (2) caffeic acid
solution at a concentration of 2.13 mmal (1.5 mL) and 0.1 mL of peroxidase
different sources: peroxidase extracted from saytsed hulls - SHP (29.93 U
mL™), commercial soybean peroxidase - CSP (29.57 )raind horseradish
peroxidase - HPR (29.20 U m).for 30 min at 30 °C. The enzymatic reaction
was stopped by adding 0.1 mL catalase solution fig2of the commercial
enzyme in 1.0 mL of 0.1 mol L phosphate buffer, pH 7.0). The insoluble
product and the residual concentration of caffeid avere carried according to
item 2.5.

2.10 General procedure for the oxidation of CPW

Wastewater samples were previously centrifugedO@0Q x g for 10
min to remove interfering impurities. The supernataas analyzed in order to
determine the initial concentration of phenolic gaunds by the colorimetric
method of Folin and Denis, using caffeic acid andard (AOAC, 2005).

The enzymatic reactions were conducted in a 0.1Lmailis-HCI buffer,
pH 8.0 (1.2 mL), containing: (1) 56 mmol'L(0.4 mL) HO,, (2) CPW(1.5
mL) and 0.1 mL of peroxidase from different sour¢eRE (31.25 U mL), SHP
(29.93 U mLY), CSP (29.57 U mt) and HPR (29.20 U nil) at 30 °C. The
reaction mixture was stirred continuously duringn3@. The enzymatic reaction
was stopped by adding 0.1 mL catalase solution ifig2of the commercial
enzyme in 1.0 mL of 0.1 mol"Lphosphate buffer, pH 7.0). The controls were
carried out in the absence of enzyme an@®HThe insoluble product and the
residual concentration of phenolic compounds wengied according to item
2.5.
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2.11 Effect of PEG and Triton X-100 dose on the okation of CPW

CPW (1.5 mL) was treated by SHP (25.24 Uin the presence of 56
mmol L™ H,0, (0.4 mL) at concentrations of 0.025; 0.05; 0.1600and 1.0 mg
mL™* (ASHRAF; HUSAIN, 2009; ASHRAF; HUSAIN, 2010a) ofEs and
Triton X-100 in a 0.1 mol t tris-HCI buffer, pH 8.0 at 30 °C for 30 min. The
reaction mixture was stirred continuously duringn3id. The enzymatic reaction
was stopped by adding 0.1 mL catalase solution fig2of the commercial
enzyme in 1.0 mL of 0.1 mol L phosphate buffer, pH 7.0). The residual

concentration of phenolic compounds was carriedmaieg to item 2.5.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Identification and quantification of phenolic @mpounds in CPW

The wet method of coffee fruits processing gener&gge volumes of
wastewater rich in various organic and inorganimpounds of high-polluting
power. There is little information on the consiibat of these effluents,
especially in relation to phenolic compounds. Idesrto identify and quantify
the phenolic compounds present in this wastewa@&\W), a sample of the
effluent was analyzed by high performance liquitbalatography.

The following phenolic compounds were identifiedGPW, in mg "
caffeic acid (40.08), catechin (8.51) and gallochite (0.55), the last two are
tannin monomers (Graphic 1). It is possible tofyetfie presence of few other
peaks, which were not identified, but which are sillly other phenolic
compounds. Caffeic acid was the major phenolic aamg found in CPW and

was, therefore, chosen for the optimization reastio
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Graphic 1Chromatogram of phenolic compounds of wastewatem fcoffee
fruits processing. Identification of peaks: 1 geditechin, 2 —
catechin and 3 — caffeic acid

3.2 Reaction time

According to Graphic 2, in only 15 min the maximuwnridation of
caffeic acid occurred (51.07%) and a further insecia the reaction time had no
significant effect on the oxidation. The drastiovetiown may be mainly
attributed to the simultaneous decrease of all tir@cspecies or enzyme
inactivation (MILAND; SMYTH; FAGAIN, 1996).However, peroxidases are
also quickly inactivated through some mechanismstréating wastewater, it
should be recognized that certain other pollutamy compete for the oxidants
(O, or H,O,) (STEEVENSZ et al., 2009).
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Graphic 2 Reaction progress on the oxidation offet@facid. Reaction
conditions: enzyme load 16.83 U mL% concentration in the
reaction medium: 1 mmolicaffeic acid and 5 mmol1H,O,

It is generally observed that peroxidases are rfagste oxidizing
substrates with predetermined enzyme concentrat{@TEEVENSZ et al.,
2009), as occurred in the present study. The eniymaidation of phenolic
compounds in a short period of time makes this pwkthttractive, since
conventional treatments require long periods oBt{f@UARTE-VAZQUEZ et
al., 2002).

The incubation of TPE with caffeic acid without®} (control sample)
did not result in a change in the concentratiothefinitial phenolic compound,
suggesting that the oxidation is governed onlyHgypgeroxidase activity, which
was identified by electrophoresis in the crude awttr(data not shown).
Subsequent experiments were performed for 30 migaiftion time.

Bddalo et al. (2006b) evaluated the removal of ibrdphenol (2 mmol
L™ by soybean peroxidase ang@4 (2 mmol LY in a discontinuous tank
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reactor. The conversion percentage of the phemwoliepound, which was also
evaluated, exhibited fast kinetics. In only 10 niés) a conversion of about 99%

was attained for an enzyme concentration ¢f gy mL*.

3.3 Effect of pH

In Graphic 3 the effect of different pH valuesdiemonstrated on the
oxidation of caffeic acid by TPE. Higher rates afdation were observed at pH
8 and 9. The use of pH values close to neutradis/tbeen recommended for the
treatment of phenolic effluents. However, at a oty 5.0 and above 9.0, a
decline in the oxidation of caffeic acid was obsekvAt low pH values, the
decrease in caffeic acid oxidation might be attaébuto the detachment of the
heme prosthetic group from the polypeptide chaimictvresulted in the loss of
enzyme activity (DEEPA; ARUMUGHAN, 2002).
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Graphic 3 Effect of pH on the oxidation of caffeicid at a concentration of 1
mmol L™ in the reaction medium by turnip peroxidase ai836J
mL™?, at 30 °C for 30 min
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The effects of pH on the catalytic efficiencies different enzymatic
coupling reaction systems had been studied extysand was frequently in
the range from 5 to 9CONIGLIO et al., 2008). Ashraf and Husain (2009)
evaluated the oxidation efnaphthol (0.5 mmol t) by white radish peroxidase.
The phenolic compound was oxidized at a pH range 6.0 to 8.0. Karim and
Husain (2009) evaluated the oxidation of bisphehdD.5 mmol L) by bitter
gourd peroxidase and also found that, in a pH rdirmge 5.0 to 8.0, it achieved
a maximum percentage at pH 7.0.

Maximo et al. (2012) determined the maximum conearsin the
concentration of 4-chlorophenol obtained by soybparoxidase, horseradish
peroxidase and artichoke peroxidase as a funcfipidoln the case of soybean
peroxidase and horseradish peroxidase, the maxioamwersion was reached
with pH 7.0, while for artichoke peroxidase it wastained at pH 6.5.

According to Yamada et al. (2010), the optimum mtue depends on
experimental parameters, such as the kind of pdasei and the kind and
concentration of phenolic compounds, the positibthe substituent groups of
some phenols and the additives used to protearthgmatic activity.

3.4 Effect of HO,

Hydrogen peroxide (MD,) acts as a co-substrate to activate the
enzymatic action of the peroxidase radical. Howgtre excess of this reagent
in the reaction inhibits the enzyme activity anthew present in small quantities,
it limits the reaction rate (DUTKA, 1989; MOHAN etl., 2005; WU et al.,
1994).

Based on the known mechanism of peroxidases, ammami hydrogen
peroxide: phenol molar ratio of 1: 2 is required fmomplete conversion.

However, it has been demonstrated that some oflilners produced in the
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initial radical coupling stages are also substratEshe enzyme (YU et al,
1994). The radicals diffused from the active sites of patase will link up non-
enzymatically to form these dimers. If these dimams soluble, then they will
also be substrates of peroxidase and undergo fiaditan by peroxidase,
forming higher oligomers. This process will congnwntil the generated
oligomers reach their solubility limit and preciie in the solutions. 1@, is
consumed in these series of reactions, since mkrs&i can also treat these
intermediates (YAMADA et al.,, 2010). Therefore, discussed above, this
implies that the kKD, demand would increase, the peroxide: phenol ratio
approaching a limit of 1 for an infinite polymerTBEVENSZ et al., 2009).

It was observed that for.B, concentrations at the range from 3 to 10
mmol L™ (peroxide:phenol ratio 7:1), there was no sigatficinfluence on the
performance of the enzyme (Graphic 4). Therefdre,ability of peroxidase to
oxidize phenolic compounds was only affected g@D4toncentrations below 3
mmol L. Controls done in the absence of enzyme to askessfluence of a

possible chemical oxidation showed no oxidatiorceetage.
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Graphic 4 Effect of the concentration of®} on the oxidation of caffeic acid at
a concentration of 1 mmol™Lin the reaction medium by turnip
peroxidase at 5.41 U rﬁLpH 8.0, at 30 °C for 30 min

3.5 Effect of enzyme concentration

Since the biocatalyst has a finite lifetime and ¢baversion is found to
be dependent on the contact time, normally oxidadbphenol is dependent on
the amount of catalyst added (ALEMZADEH; NEJATI,02). The oxidation of
caffeic acid as a function of enzyme concentraioshown in Graphic 5. The
increase in the enzyme load is accompanied byaedse in the oxidation of up
to 14.43 U ml[* (76% phenolic oxidation). When the enzyme coneiain
increased approximately twice (31.25 U ®MLno influence on the oxidation of
the phenolic compound was observed. From thesétseiuwas concluded that
high concentrations of enzyme have no significdifécés on the oxidation

efficiency.
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Graphic 5 Effect of the concentration of turnip goédase on the oxidation of
caffeic acid at a concentration of 1 mmdl in the reaction medium,
pH 8.0, at 30 °C for 30 min

This observation is in agreement with the outcomesgnted by Karim
and Husain (2009). The authors observed thatxitation of bisphenol A was
increased with increasing concentrations of bijeurd peroxidase and its
maximum removal was 67% by 0.32 U mLof peroxidase, and, from this
concentration, no increase in the oxidation of hésmwl A was observed.

Al-Ansari et al. (2010) also studied the enzymatkidation of phenol
by soybean peroxidase and, within the enzyme cdratems evaluated by the
authors (2 to 14 U nit), the minimum soybean peroxidase concentration
required to achieve 95% oxidation of phenol wasJaaL™.

Similar results were observed by Kalaiarasan andaRaan (2014),
which studied the effect of enzyme concentratioplenol oxidation. Different
concentrations of horseradish peroxidase, fromt®.1 U mL*, were used to
compare the efficiency of the stabilized enzymevds found that, for 0.1 mmol
L™ of phenol concentration, increasing enzyme comatahs from 0.1 to 0.9 U
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mL™ result in the gradual increase in phenol oxidatinfurther increase in

enzyme concentration has no significant effect lsenpl oxidation.

3.6 Caffeic acid oxidation by different sources gberoxidase

A study was conducted to compare the efficiencyhef oxidation by
different sources of peroxidase. The oxidationaffaic acid catalyzed by HPR
(29.20 U mL*), CSP (29.57 U mit), SHP (29.93 U mt) and TPE (31.25 U
mL™) are shown in Graphic 6. The highest oxidation.49% + 0.48) was
obtained by TPE, followed by HPR (67.55% + 0.105RC(64.74% + 0.34) and
SHP (64.28% + 0.32). This confirms that the efiicig of peroxidases on
catalysis is strongly dependent on the chemicalreadf substrates (substrate
specificity) and on the botanical source of peragil (DIAO et al., 2011).
Although CSP has roughly presented the same ogidatf caffeic acid
compared with SHP, the latter in turn has the athgethat it is an enzyme
extracted from soybean seed hulls, an abundanttzeb residue from soybean-
processing industries, which represents a costctiethy when compared to
commercial enzymes normally used, such as HPR & (SILVA et al.,
2013).
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Graphic 6 Oxidation of caffeic acid by differentusces of peroxidase:
horseradish peroxidase (HPR), commercial soybeawxigase
(CSP), peroxidase extracted from soybean seed [®BH$) and
turnip peroxidase (TPE)

TPE presented a higher potential for caffeic aciddation when
compared to HPR and CSP, without the need foripatibn. The elimination of
purification steps decreases the cost to obtairetizgme, enabling it to be used
as an economically viable alternative in the treathof wastewaters (SILVA et
al., 2012b).

Bodalo et al. (2006a), comparirthe action of commercial soybean
peroxidase and horseradish peroxidase in the asidaf phenol, reported that,
by employing a concentration of 1800 U thfor both enzymes, the oxidation
efficiency was 41% and 74% for horseradish permedaand soybean
peroxidase, respectively. Moreover, they obsernbed soybean peroxidase is
slower than horseradish peroxidase, but it is $essitive to inactivation and/or

inhibition effect.
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3.7 Wastewater oxidation by peroxidase different soces

Research on enzymatic treatments with real indstghenolic
wastewater matrices has been relatively sparseANBARI et al., 2010). The
wastewater from coffee fruits processing has a bigfanic load, with chemical
oxygen demand of approximately 7.000 mi§ &nd a large variety of organic
compounds such as caffeine, sugars and phenolipaomds unsuitable for
direct disposal in soils or watercourses (GONCALWE@I., 2008).

Campos, Prado and Pereira (2010) noted the coabidepresence of
phenolic compounds (954.2 mg*Lin CPW, which exceed the CONAMA
Resolution 430/2011, whose maximum concentratiobGsmg L* for release.
These compounds are considered toxic, acting abitos of the biological
activities of microorganisms, and plant and animaanisms (fish, shellfish,
etc.). In excess, they can also interfere with litedogical treatment of CPW,
both aerobic and anaerobic bacteria, and inhiblierot microorganisms.
Therefore, it is necessary to treat these effludrg®re disposal, and the
treatment through enzymatic catalysis has showat gatential.

The best reaction conditions found for the oxidatid caffeic acid by
TPE (pH 8.0 and 7 mmol'Lperoxide for 30 min), were used in the oxidatién o
CPW. The CPW used in this study showed a concémiraf 233.56 mg L +
5.07 total phenols, which exceeds the CONAMA Resmhud30/2011. A study
was also conducted to compare the efficiency of dkiglation for different
sources of peroxidase (Graphic 7). The highestabixid (74.37% * 0.16) was
obtained by HPR, followed by TPE (67.59% + 0.11)PS(65.76% + 0.33) and
CSP (65.40% =+ 0.13), respectively. The controls enadthout hydrogen
peroxide did not cause any oxidation, confirmingttheroxidases are activated

only in the presence of peroxide. However, the rabmtperformed in the
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absence of enzyme showed a percentage of oxidaftis®.04%, suggesting that

there were two mechanisms of oxidation, e.g. entignaad chemical.
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Graphic 7 Oxidation in coffee processing wastewatdidation by different
sources of peroxidase: horseradish peroxidase (HEdRmercial
soybean peroxidase (CSP), peroxidase extracted Soytmean seed
hulls (SHP), turnip peroxidase (TPE), pH 8.0, at°@0for 30 min
with 7 mmol L H,0,

In natural environments, disadvantages that magehnior diminish the
catalytic potential of enzymatic catalysts may dwpen both the pollutants to
be transformed and the enzymes. In a polluted siti&fures or composed
combinations of many organic (and inorganic) corntamts, rather than a single
pollutant, are present, and the complexity of tb#ution may entail possible
negative or positive synergistic effects on theyar efficiency. Enzymes may
reduce or even lose their activity upon pollutamainsformation or they may
present a low stability and survival under veryenftharsh environmental
conditions (RAO et al., 2010).
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The data presented in this study suggests that dibgradation
mechanism of phenolic compounds for CPW has non be@dominantly
enzymatic. However, these results encourage theotiggeroxidases in the
treatment of wastewater containing phenolic compsurassociated with
conventional treatment processes, in order to miakemore amenable to
biological treatment.

Diao et al. (2011) evaluated the potential userofle peroxidase from
Allium sativum Ipomoea batatgsRaphanus sativuand Sorghum bicolorin
order to biodegrade wastewater from the leathanstrg. Without the addition
of polyethylene glycol (PEG), the maximal transfatian of phenol by the
peroxidases of the four plants ranged from 32%686.5

The efficiency of the enzymatic treatment could énéheen higher;
however, it should be noted that other compoundsemt in wastewaters could
interfere with the peroxidase-catalyzed oxidatimacpss and therefore further
research is required to optimize the process fesdhconditions (DUARTE-
VAZQUEZ et al., 2002).

Industrial effluents contain various complex miesirof phenols and
other aromatic compounds (ASHRAF; HUSAIN, 2009).e(f the approaches
carried out to improve the removal of certain pHeneompounds is the
enzymatic oxidation of the compound in questionthia presence of another
phenolic compound, which is easily oxidized by #zyme (ROPER et al.,
1995). Peroxidases have the ability to co-predipitartain phenols difficult to
remove, including certain non-substrates of perséd along with the more
easily removable compounds by inducing the fornrmatibmixed polymers that
behave similarly to the polymeric products of gasimovable compounds
(AKHTAR; HUSAIN, 2006; DURAN; ESPOSITO, 2000). This of great

importance, since many industrial effluents containvariety of phenolic
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contaminants; some of them are more amenable torexic treatment to others
(AKHTAR; HUSAIN, 2006).

3.8 Effect of PEG and Triton X-100 dose on the oxation of wastewater

from coffee fruits processing

PEG is believed to act as a “sacrificial polymeit diverts the free
radicals generated during the catalytic process foovalently binding to the
active site, causing inactivation; alternatively substitutes for the enzyme in
adsorption onto the solid polymeric products formearing the reaction,
because it has a higher partition affinity with tpelymer products than
peroxidases (NAKAMOTO; MACHIDA, 1992; WU et al., 98), thereby
preventing the enzyme from settling with the solids

The effects of surfactants on enzymes have beehesdtypreviously. It
has been reported that the presence of surfactantseduce the interactions
between enzymes and the oxidative polymerizatimuyects and protect them
from inactivation (SAKURAI; MASUDA; SAKAKIBARA, 20@). In addition,
the interactions between enzyme and surfactanireanrive the free surfactant
molecules and/or the micelles, leading to conforonal changes which could
modify the catalytic rate constant and/or the erengmbstrate binding constant,
thereby affecting the enzyme’s activity and stapi[ABUIN et al., 2005;
KARBASSI et al., 2003; YANG et al., 2007).

In this study, SHP showed a promising performarga éiocatalyst in
the oxidation ofCPW. Given the ability of SHP to oxidize phenolampounds
from wastewater, besides representing one lowatestative, the influence of
the addition of PEG and Triton X-100 on the oxidatiof this effluent was

evaluated, since this additive has the ability toimize enzyme inactivation.
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It was observed that, with the addition of PEG @nitbn X-100, as the
concentration of these additives increased, théatixin of phenolic compounds
in CPW hardly changed.The oxidation of phenolic poomds of CPW in the
absence of these additives was 67.72% + 0.26. Bfimglahe additive PEG and
Triton X-100 at a concentration of 0.025 mg Mithe oxidation was 66.40% +
0.89 and 64.49% =+ 0.19, respectively, while at@ceatration of 1 mg nik, the
oxidation was 64.72% + 0.26 for PEG and 64.82% 42 (for Triton X-100.
Thus, these additives did not increase oxidatidh thie enzyme SHP.

Similar results were also reported by Al-Ansari at (2010), who
studied the effect of the addition of PEG (3.350mgl™") to increase the
efficiency of phenol removal from coal-tar wastegvatAt a PEG concentration

of 0.6 mg mL* no effect on the removal was observed.
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4 CONCLUSIONS

The CPW showed a high content of phenolic compo288.56 mg
L™ that exceeds the maximum permissible concentratis disposal into
receiving water bodies. The major phenolic compofawhd was caffeic acid,
followed by catechin and gallocatechin. The highhaamtration of these
pollutants justifies the need for treatment of #fftuent.

In this study, the enzymatic oxidation showed anpsing performance
as an alternative and/or complementary technologhe oxidation of phenolic
compounds in coffee processing wastewater. Nevedtgethe efficiency of this
catalyst is associated to reaction time, pHOHand enzyme concentrations
used. The oxidation of phenolic compounds in atsperiod of time (30 min)
makes this method attractive, since conventioredtinents require extended
periods of time.

The enzymes SHP, TPE, as well as the commercighees CSP and HPR are
able to catalyze the oxidation of caffeic acid @he&nolic compounds of CPW.
However, TPE was the enzyme source that showedhitjieest oxidation
potential as an alternative to commercial HPR, gmttsg an oxidation of
75.99% for caffeic acid and 67.59% for CPW. Howetee controls performed
in the absence of enzyme showed a oxidation of499.th the experiment
performed with CPW, suggesting that there were tvechanisms of oxidation.
Anyway, the proposed treatment can be effectivehntreatment of effluents
containing phenols and can be used as a complemetgahnology to
conventional treatments.

The addition of polyethyleneglycol and Triton X-1@® the reaction
medium oxidation CPW with the enzyme SHP practydadirdly changed.
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