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RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se a descoloragcdo de misturas de corantes antraquinona, azo e
trifenilmetano com lacases bruta (de Pleurotus sajor-caju PS-2001) e comercial (DeniLite 1) e
diferentes concentragdes dos mediadores redox HBT e SYR. Para a mistura de corantes antraquinona,
maior percentual (40%) foi obtido com 0,3 zmol.L™" de HBT; para as misturas de trifenilmetano e de
todos os corantes, obteve-se 28% de descoloragdo com 0,5 e 0,3 ,umoI.L'l de HBT, respectivamente.
Nessas condicOes, a enzima comercial mostrou resultados superiores. Porém, para a mistura de azo-
corantes, lacase bruta de P. sajor-caju proporcionou 32% de remocao de cor com 0,5 zmol.L™ de HBT,
todos ap6s 168 horas de incubagdo. Em geral, percentuais de descoloracdo superiores foram
mensurados com HBT para lacase comercial e com SYR para lacase bruta. Os resultados mostraram
que essas oxidases possuem potencial para aplicacdo na descoloragdo de misturas de corantes
complexos, comumente presentes em efluentes da inddstria téxtil.
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INTRODUCAO

Lacases catalisam a oxidacdo de aminas fendlicas e aromaticas, representando uma
alternativa promissora para processos biotecnoldgicos de interesse ambiental, como
branqueamento de polpa de celulose, oxidacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,
detoxificacdo de efluentes e poluentes ambientais, remocdo de fendis e descoloracdo de
corantes téxteis. Além disso, também podem ser utilizadas nas industrias cosmética, quimica,
farmacéutica, de alimentos, de bebidas e como biossensores ambientais (Tinoco et al., 2001;
Dhawan et al., 2005; Couto & Herrera, 2006; Munari et al., 2007; Schmitt et al., 2012).

O uso de corantes em processos das industrias téxtil, de papel, farmacéutica, cosmética
e alimenticia vem sendo empregado ha muito tempo e a disponibilidade comercial desses
compostos é ampla (Guaratini & Zanoni, 1999; Ciullini et al., 2008). Dentre as possiveis
aplicacdes dos corantes, a industria téxtil os utiliza em maior escala, no tingimento de tecidos.
Devido a essa demanda, milhGes de compostos quimicos coloridos foram sintetizados nos
ultimos 100 anos e cerca de 10.000 séo produzidos em escala industrial. Atualmente, cerca de
2.000 tipos de corantes estdo disponiveis para a industria téxtil (Guaratini & Zanoni, 1999).

Alguns microrganismos vém sendo estudados pela sua capacidade de degradar
compostos poluentes, como 0s corantes (Soares et al., 2002). O uso lacases fungicas em
processos de remogdo de cor € uma alternativa biotecnologica viavel, pois essas enzimas atuam
oxidando anéis aromaticos presentes na estrutura quimica dos corantes e descolorindo uma
ampla variedade desses compostos (Rodriguez et al., 1999). Diante disto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de extratos enzimaticos bruto e comercial e de diferentes
concentracdes de mediadores redox sobre a descoloragcdo de misturas de corantes pertencentes
aos grupos cromoforos antraquinona, azo e trifenilmetano.
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MATERIAL E METODOS

Enzimas — Extratos brutos de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 foram produzidos
em biorreator com agitacdo mecanica (Bettin et al., 2011). A enzima comercial utilizada foi
Denilite® Il (Novozymes), obtida de Aspergillus oryzae em cultivo submerso. Os dois caldos
enzimaticos foram utilizados em concentracdes de 50 U.mL™ de lacases.

Corantes — Foram preparadas misturas em proporc¢des iguais de corantes de diferentes
grupos cromdforos, sendo quatro da classe antraquinona (Acid Blue 80, Acid Green 28,
Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R), dez da classe azo (Acid Red 315, Congo Red,
Disperse Blue 79, Disperse Orange 30, Disperse Red 324, Levafix Brilliant Red E-4BA,
Levafix Golden Yellow E-G, Orange G, Reactive Red 198 e Reactive Yellow 15) e oito da
classe trifenilmetano (Brilliant Green, Bromocresol Green, Bromophenol Blue, Coomassie
Brilliant Blue G-250, Gentian Violet, Malachite Green, Methyl Violet e Phenol Red). Uma
mistura de todos os corantes também foi preparada em proporcGes iguais, totalizando 22
corantes. As solucdes individuais de corantes foram preparadas em concentracéo de 50 mg.L™.

Mediadores redox — Foram utilizados os compostos hidroxibenzotriazol (HBT) e
siringaldazina (SYR), preparados em concentracdo de 5 mmol.L™. Nas misturas reacionais, as
concentracdes finais testadas foram de 0,1, 0,3 e 0,5 pmol.L™ de cada mediador.

Espectrofotometria de varredura dos corantes — O comprimento de onda para leitura
das misturas reacionais foi determinado por varredura, no espectro de luz visivel (350 a 750
nm), em espectrofotdbmetro Molecular Devices - SpectraMax 190. Os valores de leitura das
amostras foram de 624 nm para corantes da classe antraquinona, 494 nm para a classe azo, 525
nm para a classe trifenilmetano e 587 nm para a mistura de todos os corantes.

Determinacéo da atividade de lacases — Lacases foram quantificadas pela oxidagédo do
substrato ABTS em tampéo acetato de sodio pH 5,0 por 90 segundos a 25°C, em 420 nm
(Wolfenden & Willson, 1982).

Testes de descoloracdo — Em frascos Duran de 50 mL, foram adicionados 10 mL de
cada mistura de corantes e 10 mL de cada extrato enzimético (bruto e comercial), avaliados
separadamente. Os mediadores, em concentracdes especificas, foram acrescentados e 0s
frascos foram mantidos em banho termostatico sem agitacdo, em temperatura de 35°C.
Amostras foram coletadas diariamente, em triplicata, do tempo 0 até 168 horas, para as leituras
em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda especifico para cada mistura realizada.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, séo apresentados os resultados obtidos no teste de descoloracéo de misturas
de corantes das classes antraquinona, azo e trifenilmetano, utilizando caldos enzimaticos de
lacases bruta e comercial e os mediadores HBT e SYR. Verifica-se, de uma forma geral, que
para os controles e para as misturas contendo diferentes concentragdes do mediador HBT, 0s
percentuais de descoloracdo foram superiores com 0 uso da enzima comercial. Entretanto, na
presenca do mediador redox SYR, a remogéo de cor, em alguns casos, foi superior para lacases
de P. sajor-caju PS- 2001, que foram mais eficientes com relacdo a preparacdo comercial.
Dentre as condicdes testadas, somente em duas delas ndo foi observada descoloragdo, uma
utilizando caldo enzimético bruto (controle) e outra com lacase comercial (0,3 pmol.L™ do
mediador SYR), mas ambas para a mistura de azo-corantes. Em todos os testes, na presenca de
DeniLite 1l, a mistura de corantes antraquinona mostrou percentuais de descoloragcdo mais
elevados com relacdo as demais, 0 que ndo ocorreu com 0 extrato enzimatico bruto de P. sajor-
caju PS- 2001, que ndo apresentou esse padrdo para uma classe especifica de corantes.
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Tabela 1. Percentual maximo de descoloracdo de misturas de corantes das classes antraquinona, azo e
trifenilmetano apds reaco de até 168 horas com 50 U.mL™ de lacases bruta e comercial a 35°C.

ENZIMA LACASE BRU'TA DE LACASE QQMERCIAL
Pleurotus sajor-caju PS-2001 (DenilLite 11)

PERCENTUAL DE DESCOLORACAO / TEMPO (horas)
TRATAMENTO MISTURA % t (h) % t (h)
Antraquinona 3,36 24 31,6 96
Controle Azo ND* 10,5 168
(sem mediador) Trifenilmetano 2,67 24 18,0 168
Todos 2,47 24 15,0 168
Antraguinona 9,21 24 37,5 168
0,1 umol.L™* do Az0 3,97 24 6,70 168
mediador HBT Trifenilmetano 7,75 24 22,8 168
Todos 5,93 24 26,1 168
Antraquinona 16,4 24 40,3 168
0,3 umol.L™* do Az0 13,0 24 17,9 168
mediador HBT Trifenilmetano 7,93 48 26,4 168
Todos 5,93 24 28,3 168
Antraguinona 12,1 24 30,9 96
0,5 umol.L™ do Az0 8,13 24 19,9 168
mediador HBT Trifenilmetano 12,2 48 28,2 168
Todos 8,43 24 25,2 168
Antraquinona 16,7 24 28,8 168
0,1 umol.L™* do Az0 32,2 168 13,4 168
mediador SYR Trifenilmetano 5,63 24 11,8 168
Todos 12,2 24 19,1 168
Antraguinona 25,2 168 26,8 48
0,3 pmol.L™ do Azo 12,9 168 ND*
mediador SYR Trifenilmetano 11,0 96 22,5 168
Todos 23,8 168 23,1 168
Antraquinona 17,4 168 29,4 168
0,5 pmol.L™ do Azo 19,8 168 2,73 168
mediador SYR Trifenilmetano 5,00 168 26,5 168
Todos 19,9 168 27,5 168

*ND - Descoloracdo ndo observada.

A oxidagdo de corantes por lacases ¢ facilitada quando esses compostos sdo tratados
individualmente. Porém, misturas de corantes sdo mais complexas e resistentes a descoloracao.
Conforme a Tabela 1, os percentuais mais elevados de descoloragdo foram de 20 a 40%. Em
geral, com o uso de HBT como mediador ¢ da menor concentragdo de SYR (0,1 umoI.L'l), a
descoloracdo maxima foi obtida antecipadamente com lacases de P. sajor-caju PS-2001,
geralmente em 24 horas de reacdo. E importante ressaltar que essas enzimas s&o provenientes
de um caldo bruto, que ndo passou por nenhuma etapa de purificagdo, enquanto a preparagédo
comercial, que estd no mercado desde 1999, provém de um extrato enzimatico purificado e
liofilizado, que é aplicado em larga escala na indUstria téxtil, para a estonagem de jeans.

Em testes realizados com corantes dispersos, Schmitt et al. (2012) observaram que
HBT e SYR aumentaram a descoloracdo utilizando peroxidases, mas esse efeito ndo foi
observado para lacases. Guaratini & Zanoni (1999) relataram que corantes pertencentes a
classe azo apresentam maior resisténcia a degradacdo e, por isso, necessitam de um mediador
redox para melhorar a eficiéncia da descoloragcdo. Corantes antraquinona, por serem mais
suscetiveis @ decomposicao, também sao estudados em misturas com corantes de outras classes
para verificar um melhor efeito na descoloragdo. Assim, corantes que atingem maiores niveis
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de descoloragdo podem auxiliar na remog¢ao de cor dos que apresentam maior resisténcia nesse
processo (Forss & Welander, 2011). De acordo com Casas et al. (2009), corantes da classe
trifenilmetano apresentam alta toxicidade, sendo prejudiciais a saide humana, animal e
ambiental. Compostos desse grupo sdo, também, altamente recalcitrantes (Yang et al., 2011).

CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento de misturas de corantes
com extratos enzimaticos bruto e comercial promovem percentuais de descoloracdo variados,
dependendo da classe dos corantes. A adicdo de mediadores redox as misturas reacionais, em
geral, aumenta os niveis de remocao de cor com relacdo aos controles (sem mediador). Extratos
brutos de lacases de P. sajor-caju PS-2001 mostram resultados comparaveis aos obtidos com a
enzima comercial na presenca de diferentes concentragdes de SYR. Os resultados indicam que
lacases podem ser utilizadas na descoloracdo de misturas de corantes complexos, geralmente
presentes em efluentes téxteis, e apontam o potencial do uso de lacases flngicas na
implementacdo de uma futura tecnologia de tratamento de compostos tdxicos e recalcitrantes,
como é o caso dos corantes utilizados em diferentes segmentos industriais.
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