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ARTIGO ORIGINAL

AVALIAGCAO DO POTENCIAL DE DESCOLORAGAO E DE DETOXIFICAGCAO DE
CORANTES TEXTEIS POR LACASE DE PLEUROTUS SAJOR-CAJU

Orzechowski J,” Rampinelli JR,' Silveira MLL,* Bonatti-Chaves M, Furlan SATI
Resumo

As daguas residudrias sdo normalmente um empecilho ambiental para o
desenvolvimento da indUstria téxtil em razdo do gerenciamento inadequado e/ou
tratamento ineficaz, que levam a contaminacdo da biota. Efluentes de indUstrias
téxteis tém como uma de suas principais caracteristicas a alta carga de corantes,
0s quais durante o processo produtivo ndo se aderiram a fibra e, assim, enconfram-
se presentes no efluente final. Estes, quando lancados no ambiente aqudtico,
reduzem a disponibilidade de luz e a realizacdo da fotossintese e ocasionam
outros problemas ambientais. Além disso, a maioria dos corantes téxteis sdo
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toxicos, mesmo em pequenas concentracdoes. Enzimas produzidas por Pleurotus
sgjor-caju sdo reportadas como eficientes na remocdo de cor, degradacdo de
corantes e detoxificacdo de efluentes té€xteis. Assim, neste frabalho teve-se como
objetivo avaliar a capacidade do caldo enzimdtico bruto de Pleurotus sajor-caju
em remover a cor e, concomitantemente, diminuir a toxicidade de solucdes que
contém os corantes téxteis Red 50 e Blue 56 (100 mg L-1). Para tal, produziu-se o caldo
enzimdatico em biorreator (volume Utilde 4 L), que foi adicionado diretamente sobre
a solucdo de corantes sem diluicdo, diluido em agua (1:1) e diluido em solucdo ABTS
(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) (1:1). O microcrustdceo Daphnia
magna foi utilizado nos testes ecotoxicoldgicos. Observou-se maior eficiéncia na
remocdo de cor pelo caldo enzimdatico bruto de P. sajor-caju diluido em solucdo
ABTS (taxas de remocdo 1,3 e 1,9x10-2 mg U-1 h-1, para os corantes Red 50 e Blue
56, respectivamente). A enzima lacase foi quantificada no caldo enzimdatico (115
U L-1) e manteve 100% de sua atividade durante todos os experimentos. Observou-
se reducdo estatisticamente significativa da toxicidade para o corante Blue 56.
O corante Red 50 manteve-se toxico mesmo apds o tratamento enzimdatico,
sugerindo a necessidade de maior tempo de reacdo para esse corante. O caldo
enzimatico bruto de P. sajor-caju mostrou-se eficaz e de uso promissor em estacoes
de tratamento de efluentes téxteis.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Caldo enzimdtico. Ecotoxicidade.

Evaluation of the potential of decolorization and detoxification of textile dyes by
laccase from Pleurotus sajor-caju

Abstract

Wastewateris an environmental constraint for the development of the textile industry,
since sometimes due to inappropriate management and/or ineffective freatment,
it leads to contamination of biota. One of the main characteristics of textile wastes
is the high amount of dye which, during the production process did not adhere to
the fiber, thus appearing in the final waste. These wastes, when released into the
aquatic environment reduce the availability of light, photosynthesis, as well as other
environmental problems. Furthermore, these compounds are mostly toxic, even in
small concentrations. Enzymes produced by Pleurotus sajor-caju are reported as
efficient in color removal, dye degradation and detoxification of textile wastes. The
objective of this study was to evaluate the ability of Pleurotus sajor-caju crude enzyme
broth to remove color and reduce the toxicity of solutions containing Red 50 and
Blue 56 dyes (100 mg L'). For such, production of the enzyme broth was carried out
in a bioreactor (working volume of 4 L), which was used directly on the dye solution,
diluted in water (1:1) and diluted in ABTS (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid)) (1:1). Ecotoxicological tests were performed using the freshwater
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crustacean Daphnia magna. Higher efficiency in color removal by the crude
enzymatic broth of P. sajor-caju diluted in ABTS solution was observed (removal rates
equal to 1.3 and 1.9x102 mg U h', for dyes Red 50 and Blue 56, respectively). The
laccase enzyme was quantified in the enzyme broth (115 U L") and maintained
its activity 100% throughout all assays. A statistically significant reduction in toxicity
was observed for Blue 56 dye. Red 50 dye remained toxic even after the enzymatic
freatment, suggesting the need for a longer reaction time for this dye. The P. sqjor-
caju crude enzyme broth proved to be effective and promising for use in textile
wastewater treatment plants.

Keywords: Basidiomycetes. Enzymatic broth. Ecotoxicity.

1 INTRODUCAO

Efluentes produzidos e liberados em rios por indUstrias do setor téxtil representam
na atualidade um grande problema ambiental. O volume desse tipo de efluente tem
aumentado proporcionalmente nas Ultimas décadas em decorréncia do crescimento
populacional e do desenvolvimento da sociedade. Agregado aisso, o gerenciamento
indevido e um fratamento ineficaz desse fipo de efluente podem comprometer
seriamente o ambiente no entorno dessas indUstrias. De acordo com o reportado em
literatura, o setor téxtil & responsdvel pela geracdo de muitos compostos recalcitrantes,
como os corantes, que ndo se aderem 100% & fibra natural ou sintética durante o
processo de tingimento e, durante a etapa de lavagem, sdo liberados juntamente
com o efluente para o ambiente. Assim, efluentes téxteis geralmente apresentam forte
coloracdo, afetando severamente a vida aqudtica. Os corantes presentes nos rios
absorvem a luz solar diminuindo sua disponibilidade para os sistemas de fotossintese,
ocasionando a privacdo de oxigénio e, consequentemente, a interrupcdo da cadeia
alimentar aqudtica. Além disso, efluentes da industria téxtil, comumente, apresentam
elevada carga orgdnica, apresentando altos valores de demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioldgica de oxigénio (DBO)."®

Os corantes téxteis podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
(antraquinona, azo, entre outros) ou de acordo com o método pelo qual ele é fixado
a fibra téxtil. Os corantes que apresentam em sua estrutura quimica o grupamento
cromoéforo azo (-N=N-) sdo os mais comuns e representam de 60 a 70% de todos os
corantes sintéticos téxteis produzidos. De acordo com a Figura 1, unidos aos nitrogénios
do grupo cromoéforo encontram-se, de cada lado, dtomos de carbono, normalmente,
sistemas de anéis aromdaticos.*®
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Figura 1 — Estrutura quimica de alguns azocorantes (corantes azbicos)
Fonte: Singh, Singh e Singh.®

Os corantes contendo em sua estrutura quimica a funcdo anfraguinona
constituem outra classe de corantes importantes para a indUstria téxtil. Eles
apresentam o grupo cromoéforo carbonila (C=0), sendo na grande maioria
observada a presenca de dois ou mais desses grupos ligados a um sistema de anéis
aromaticos,* como exemplificado na Figura 2, por meio da estrutura quimica do
corante Remazol Brilliant Blue R.
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Figura 2 — Estrutura quimica do corante Remazol Brilliant Blue R, pertencente a classe das
antraguinonas
Fonte: Zhang, Zhang, He, Qin, Zhang e Yang.’

O corante Remazol Brilliant Blue R € considerado um organopoluente toxico
e recalcitrante. E um composto derivado do antraceno, que apresenta elevada
toxicidade, em razdo do comportamento quimico similar ao dos compostos
pertencentes a familia dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA).¢ Muitos
corantes téxteis sdo classificados como toxicos.

Fungos do género Pleurotus sdo reconhecidamente bons produtores de
enzimas,”'° capazes de degradar compostos orgénicos complexos contendo anéis
aromaticos em sua estrutura,'' como os corantes. A espécie Pleurotus ostreatus
mostrou-se eficiente na degradacdo do corante Remazol Briliant Blue R, por
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exemplo, sendo o meio de cultivo que contém o corante (50 ppm) fotalmente
descolorido em trés dias.'? Entre as enzimas quantificadas pelos autores, as lacases
parecem ter funcdo primordial e foram as responsdveis pela degradacdo do
corante Remazol Briliant Blue R. Concomitantemente, os autores observaram
ao final do experimento reducdo de 95% na toxicidade do meio. Outros autores
também sugerem a degradacdo de corantes téxteis em razdo da atuacdo da
enzima lacase.>’&13

Lacases pertencem a familia das multi-cobre azuis oxidases (OMC), com
capacidade de oxidar, polimerizar ou transformar compostos fendlicos, ndo fendlicos
e antropogénicos em derivados menos toxicos. Dessa forma, sdo consideradas de
grande potencial para utilizacdo em diversos processos de remediacdo em substituicdo
Q0s processos quimicos, promovendo acdes ecologicamente sustentdveis.'*1°

Outros autores tém se dedicado a investigar a eficiéncia da remocdo/
degradacdo de corantes téxteis por lacases fungicas. Pohl'é observou percentual
de descoloracdo igual a 53% para o azocorante Azul Drimaren CL-R (50 mg L)
em 72 horas, utilizando o caldo enzimdtico bruto de Pleurotus sgjor-caju na
concentracdo de 10% (295 U L'). Kroetz!” avaliou a capacidade de descoloracdo
do caldo enzimdatico bruto de Pleurotus sajor-caju (48,5 U L") para os azocorantes
Azul de Tripan e Congo Red (50 mg L'). Utilizando-se 10% do caldo enzimdtico na
composicdo do meio reativo, foi possivel observar em 72 horas a descoloracdo de
78 e 71% para os corantes Azul de Tripan e Congo Red, respectivamente.

Concomitantemente a degradacdo, acontece, normalmente, a diminuicdo
da toxicidade do efluente.”? Uma forma de se quantificar a toxicidade de um
compostoousolucdo é arealizagcdo de testes ecotoxicoldgicos, como, porexemplo,
teste com o microcrustdceo Daphnia magna. Esses organismos filiram a dgua do
meio onde vivem para se alimentarem da matéria orgdnica em suspensdo retida
no processo de filfracdo, sendo considerados consumidores primdrios. Assim, por
meio da sua taxa de mortalidade ou inibicdo da mobilidade, obtém-se informacoes
sobre a toxicidade do composto, solucdo ou efluente.'®

Além disso, segundo a Resolucdon. 357, de 17 de marco de 2005, do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (Conama), o efluente de qualquer fonte poluidora s6
poderd ser lancado direta ou indiretamente nos corpos hidricos se ndo ocasionar
ou possuir potencial para acarretar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no
corpo receptor.”

Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo avaliar a capacidade de
descoloracdo de corantes téxteis pelo caldo enzimdtico bruto de Pleurotus sajor-
caju, e por meio de teste agudo, utilizando-se o microcrustdceo Daphnia magna,
analisar a toxicidade da solucdo contendo o corante, antes e apds fratamento
enzimdtico, visando 4 producdo de uma formulagcdo enzimdtica para aplicacdo
em efluentes da indUstria téxtil.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MICRO-ORGANISMO E MANUTENCAO

AespéciePleurotussajor-caju, obtidadaColecdode Culturade Basidiomicetos
do Instituto de Boté&nica (Sdo Paulo) sob o cédigo CCB 019, foi mantida em meio
solido TDA (Trigo, Dextrose e Agar), composto por 20 g de dextrose e 15 g de agar,
dissolvidos em 1,0 L de extrato de frigo.? A cultura foi conservada sob refrigeracdo
a 4 °C, e os repiques foram realizados a cada frés meses.

2.2 OBTENCAO DO CALDO ENZIMATICO BRUTO DE PLEUROTUS SAJOR-CAJU

O meio de cultivo utilizado para a producdo do caldo enzimdtico foi o OXI 45
composto por 30 g L' de glicose, 5,4 mM de tartarato de amdnio, 150 uM de sulfato de
cobre anidro e 45 g L' de pd de cascas de banana, dissolvidos em dgua de imersdo
de folhas secas de bananeira.?’ Essa agua foi obtida por meio da imerséo de 150 g
de folhas secas de bananeira, previamente secas a 60 °C, em 3 L de agua destilada.
Apss 12 horas em imersco, separaram as folhas do liquido gerado, e este foifiltrado em
papel filiro quantitativo faixa preta (C41, velocidade rapida, 125mm, UNIFIL).

Os indculos foram preparados em frascos Duran de 2 L contendo 400 mL (i.e.,
10% do volume Util do biorreator) de meio de cultivo, sem adicdo de pd de cascas
de banana e sulfato de cobre. Os frascos foram inoculados com micélio de sete
dias, contido em uma placa de Petri. Em seguida foram incubados a 30 °C em
agitador (B. BRAUN, CERTOMAT U), com agitacdo reciproca de 110 min' por sete dias.??

O cultivo foi realizado em biorreator de mistura completa (B. BRAUN, BIOSTAT
B), com volume Ufil de 4 L. A tfemperatura foi controlada em 30 °C, a velocidade
de agitacdo em 350 min’', a aeracdo em 0,37 vvm e o pH inicial ajustado em 6,0,
conforme definido em experimentos previamente realizados por Furlan.?’ O tempo
de cultivo foi de aproximadamente seis dias, a fim de se obter méxima atividade
de lacase.?’ Ao final do cultivo, o caldo enzimdatico bruto foi centfrifugado a 5.000
min' por cinco minutos para separacdo da biomassa e particulas sélidas maiores,
e congelado (-18°C) até inicio dos experimentos.

2.3 ENSAIOS DE DESCOLORACAO E DETOXIFICACAO

Foram avaliados os valores de CE,, (concentracdo efetiva mediana),
contidos nas Fichas de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ) dos
11 corantes, gentimente cedidos por uma empresa téxtil localizada em Guaramirim
(Tabela 1). Ndo foi autorizada pela empresa fabricante/fornecedora dos corantes
a divulgacdo de seu nome. Selecionaram-se para estudo dois corantes: Red 50 e
Blue 56, ambos com valor de CE,, 100 mg L' e de coloracdo bastante diferentes.
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Tabela 1 - Nome, valor de CE,, e cor dos corantes utilizados pela empresa™

Corantes CE,, (mg L") Cor
Disperse Yellow 211 >200 =
Disperse Blue 183 >100 |
Blue 56 >100 -
Red 50 >100

Disperse Red 153 >200

Disperse Yellow 82 >100

Disperse Blue EX-SF >100 -
Disperse Red 352 >100

Disperse Blue 60 >100 =
Disperse Red 277 >100

Disperse Red 60 >200 e

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio, sendo o volume total
dereacdoigual a 4,4 mL. Paratanto, em todos os experimentos utilizaram-se 2 mL de
solucdo do corante (100 mg L', conforme valor de CE,, constante na FISPQ), 0,4 mL
de solucdo tampado fosfato-citrato 0,05 M (pH 5) e, de acordo com o correspondente
ensaio, 2 mL do caldo enzimatico bruto (115 U L) (ensaio 1), ou 2 mL do caldo
enzimatico bruto diluido em agua (1:1) (enscio 2), ou 2 mL do caldo enzimdtico
bruto diluido em solucdo ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (1:1)
(ensaio 3), e 2 mL do caldo enzimdatico bruto inativado por aquecimento a 100 °C
por 15 minutos (atividade em lacase 0 U L', branco). As misturas foram incubadas
em bancada em temperatura ambiente (média de 20°C), sem agitacdo, sob
influéncia de luz natural. Amostras foram retiradas nos tempos 0, 3, 6, 92, 12, 21 e
24 horas para determinacdo do percentual de descoloracdo, da atividade em
lacase e do pH. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Avaliou-se a toxicidade aguda para as solucdes contendo os corantes puros
Red 50 e Blue 56 (100 mg L") e para as solucdes apods o fratamento enzimdtico, para
cada corante. Para tal, utilizou-se o tempo e o0 ensaio que proporcionaram maior
percentual de descoloracdo. Os experimentos foram realizados em quadruplicata.

2.4 METODOS ANALITICOS

2.4.1 Determinag¢ao do percentual de descoloragdo

Inicialmente determinou-se o comprimento de onda de maior absorcdo para
cada corante usando espectrofotébmetro UV-Visivel (modelo 160A, SHIMADZU).
Utilizou-se a faixa de leitura/varredura com comprimentos de onda de 400 a 800
nm. Em seguida, uma curva de calibracdo foi confeccionada para cada corante.

** CE,,: concentracdo efefiva mediana.
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Utilizando-se as curvas de calibracdo de cada corante, calculou-se a concentracdo
do corante nas amostras, bem como os percentuais de descoloracdo.!”

2.4.2 Determinacg¢do da atividade em lacase

Foi medida por meio da variacdo da absorbdncia em 420 nm, em
espectrofotébmetro UV-Visivel (modelo 160A, SHIMADZU), produzida pela oxidacdo
do composto ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), 1,8 mM, pH 4,2-
5,8) (SIGMA), utilizado como substrato um volume de 0,8 mL, ao qual se acrescentou
0.1 mL de solucdo tampdo fosfato-citrato, com perborato de sédio, 0,05 M (pH 5)
e 0,1 mL da solucdo teste.?? Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida
como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 umol do substrato ABTS por
minuto, utilizando o coeficiente de extincdo molar de 36000 M cm™'. A EQuacdo 1
foi utilizada para quantificacdo da atividade da lacase.

Aabs - V (1)
e.d. v. t

U—
L

em que A abs: diferenca entre absorbdncia final e absorbdncia inicial; V:
volume total da reacdo (mL); €: coeficiente de extincdo molar (M cm); v: volume
de amostra (mL); d: comprimento do passo (cm); t: fempo de reacdo (min).

2.4.3 Determinagdo do pH

Realizou-se aleitura do pH em pHmetro digital (METTLER TOLEDQO) diretamente
nas solugoes contidas nos tubos de ensaio, em cada tempo de amostragem.

2.5 TESTE DE TOXICIDADE AGUDA
2.5.1 Microcrustdceo e manutengcao

Testes de toxicidade aguda com as substancias de referéncia foramrealizados
para garantir a credibilidade dos resultados e a qualidade dos organismos-teste.
Utilizou-se a espécie Daphnia magna (Crustacea, Cladocera) cultivada no
laboratério de Ecotoxicologia e Meio Ambiente da Universidade da Regido de
Joinville (Univille). Foram selecionados para os ensqios microcustdceos neonatos
(2 a 26 horas) produzidos em lofes de cultivos com CE,,, em 24 horas, entre 0,6 e
1,7 mg L' de dicromato de potdssio.? A fim de se garantirem as caracteristicas
bdsicas do meio para manutencdo, cultivo e realizagcdo dos testes de toxicidade,
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utilizando-se organismo proveniente de dgua doce, esse foi composto por cloreto
de cdicio, sulfato de magnésio, cloreto de potdssio e bicarbonato de sddio, sendo
o pH mantido entre 7,0 € 8,0.'®

Duas vezes por semana readlizou-se a troca de meio de cultivo, sendo
0s microcustdceos mantidos em lotes de 25 adultos por litro, em cristalizadores,
com luminosidade difusa pelo fotoperiodo de 16 horas de luz (90 YUE s’ m?) e oito
horas de escuro, e temperatura controlada entre 18 e 22 °C. Para a alimentacdo
dos microcrustdceos utilizou-se suspensdo de algas da espécie Scenedesmus
subspicatus na quantidade aproximada de 10°células mL! por organismo adulto,
realizada diariamente ou com intervalos de no mdaximo dois dias consecutivos,
na ocorréncia de feriados e finais de semana. As algas foram mantidas em agua
reconstfituida (meio Oligo), com luminosidade difusa, iluminacdo continua
(90 HE s m? ), velocidade de agitacdo de 135 rpom e temperatura de 25 °C.'8

2.5.2 Teste com Daphnia magna

Utilizaram-se cinco neonatos de Daphnia magna por tubo de ensaio (ensaios
em quadruplicata), sendo para cada ensaio realizado um teste controle, composto
pelo meio natural para cultivo dos organismos. As diluicdes foram realizadas de
forma decrescente, em termos de percentual da solucdo teste (100% a 0,5%). Apos
o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem de organismos imoveis/mortos
em cada diluicdo com o auxilio de uma caixa de luz. Por fim, para a determinacdo
da CE,, foi utilizado o programa estatistico Timmed Spearman-Karber Method com
a capacidade de analisar a toxicidade aguda de amostras a partir dos dados de
mortalidade/imobilidade dos individuos teste.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

O Teste Q de Dixon, com nivel de confianca de 95%, foi utilizado a fim de
avaliar a rejeicdo de valores desviantes para cdlculo das médias.?> O Teste Tukey
foi utilizado para se avaliar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas
entre as médias dos resultados, com nivel de confianca de 95%, e o programa
Origin 7.5 PRO® para confeccdo dos grdficos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Observa-se, de acordo com a Figura 3 (a) e (b), o comprimento de onda de

mdaxima absorcdo para o corante Red 50 igual a 490 nm e para o corante Blue 56
igual a 630 nm.
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Figura 3 — Comprimento de onda de mdxima absorcdo para os corantes (a) Red 50 e (b) Blue 56

Ambos os corantes (Red 50 e Blue 56) apresentam cores Unicas, desenvolvidas
e comercializadas para uso exclusivo do setor téxtil. Segundo Brown,? um composto
absorverd radiacdo visivel quando aquela radiacdo possuir a energia necessaria
para mover um elétron de seu estado de energia mais baixo (fundamental) paraum
estado excitado. Assim, as energias especificas de radiacdo que uma substéncia
absorve determinardo as cores que ela exibe. Um objeto tem uma cor especifica
por uma das duas razoes: (1) ele reflete ou transmite luz/radiacdo daquela cor; (2)
ele absorve luz/radiacdo da cor complementar.

No caso especifico dos corantes utilizados neste trabalho, observa-se para
o corante Red 50 maior absorcdo de radiacdo em 490 nm, ou seja, a cor que se
enxerga € a cor complementar (vermelho) (Figura 4). O mesmo raciocinio pode ser
utilizado para explicar a cor observada para o corante Blue 56, em que se observa
maior absorcdo no comprimento de onda igual a 630 nm, assim & absorvida a cor
laranja e o restante é transmitido, formando sua cor complementar, dessa forma
enxerga-se a cor azul.

620 nm

490 nm @

Complementar
Figura 4 — Disco de cores com os seus respectivos comprimentos de onda e representacdo da cor
complementar
Fonte: adaptado de Wikimedia Common Conftributor.?

A partir da determinacdo do comprimento de onda de mdaxima absorcdo de
cada corante, curvas de calibracdo foram confeccionadas, sendo as equacoes da
reta para os corantes Red 50 e Blue 56 iguais a y=0,0108x+0,0909 e y=0,0057x+0,0582,
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respectivamente. Os valores de R? para cada uma das equacdes foram 0,9824
para o corante Red 50, e 0,9876 para o corante Blue 56.

Durante o processo de fingimento em indUstrias téxteis, trés etapas sdo
consideradas importantes: a montagem, a fixacdo e o tfratamento final. A fixacdo
do corante a fibra ocorre por meio basicamente de quatro fipos de interacoes:
ligacdes idnicas, de hidrogénio, de Van der Waals e covalentes, ocorrendo
usualmente durante as fases de montagem e fixacdo. Na etapa final, ou seja, na
etapa de lavagem, em banhos correntes para a retirada do excesso do corante
original, ou do corante hidrolisado ndo fixado a fibra, € gerado um dos maiores
problemas ambientais observados para os efluentes téxteis: a sua forte coloracdo.?

Efluentes de indUstrias téxteis apresentam como caracteristicas principais
elevada carga orgénica e forte coloracdo. A coloracdo, além de interferir
esteticamente nos corpos hidricos, provoca diminuicdo da absorcdo da luz
prejudicando a vida existente nesses ambientes.?

Um método alternativo a oxidacdo quimica e bastante promissor, sugerido
neste trabalho para a remocdo/degradacdo de corantes téxteis presentes em
efluentes, e no ambiente, tem sido a oxidacdo bioldégica desses compostos. Fungos
da podriddo branca, em razdo do seu complexo enzimdtico Unico, composto por
enzimas como manganés peroxidases, lignina peroxidases, lacases, dentre outras,”'°
vém sendo cada vez mais estudados nos mais diversos processos de biorremediacdo
como na biosorcdo de metais,® no tratamento de dreas contaminadas por
hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (HAPs),” na degradacdo de compostos
interferentes enddcrinos® e na descoloracdo/degradacdo de corantes em
efluentes téxteis.!o173!

Os percentuais de descoloracdo obtidos neste trabalho para as solucdes
contendo os corantes Red 50 e Blue 56, ambos na concentracdo de 100 mg L', em
experimentos utilizando o caldo enzimdtico bruto de Pleurotus sajor-caju (ensaio
1), o caldo enzimdtico diluido em dagua (1:1) (ensaio 2) e o caldo enzimdtico
diluido em solu¢cdo ABTS (1:1) (ensaio 3), nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 21 e 24 horas, sGo
apresentados nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Observa-se, de acordo com a Figura 5, maior percentual de remoc¢cdo do
corante Red 50 (15%) no experimento que utilizou o caldo enzimdtico diluido em
ABTS, em 21 horas de incubacdo. Esse valor foi estatisticamente superior aos obtidos
nos experimentos com o caldo diluido em dagua (11,7%) e sem diluicdo (5,2%). Os
percentuais de remocdo do corante Red 50 sGo estatisticamente iguais para os
tempos 21 e 24 horas, independentemente do caldo enzimdtico utilizado (sem
diluicdo, diluido em agua ou diluido em ABTS).

Evidéncia, Joacabav. 18, n. 1, p. 59-80, jun. 2018 69



Orzechowski J, Rampinelli JR, Silveira MLL, Bonatti-Chaves M, Furlan SA

[ Caldo bruto
] Caldo diluido em agua
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Figura 5 — Percentuais de descoloracdo + erro padrdo, em funcdo do tempo, para o corante Red 50

De acordo com a Figura 6, observam-se novamente maiores percentuais de
remocdo, agora para o corante Blue 56, nos experimentos que utilizaram o caldo
enzimatico diluido em ABTS, independentemente do tempo de incubacdo, sendo os
maiores percentuais obtidos em 24 horas. Observa-se remocdo de 22%, em 24 horas,
utilizando-se o caldo enzimdtico diluido em ABTS. Comparando-se os percentuais
de remocdo dos dois corantes, Red 50 e Blue 56, observa-se maior percentual de
remocdo, para o mesmo fempo de incubacdo, e independentemente do ensaio (1,
2 ou 3), para o corante Blue 56. Em um estudo realizado por meio de andlise visual,
em experimentos em placas de Petri, outros autores* observaram maior facilidade
de descoloracdo de corantes azuis do que de vermelhos por fungos basidiomicetos.
Em seus experimentos, esses Ultimos praticamente ndo foram degradados. Os
autores sugerem para o corante estudado, Vermelho Indanthren FBB, denominacdo
Indanthren, uma estrutura quimica de mais dificil degradacdo, provavelmente
relacionada ao tipo de grupamento cromoéforo presente na molécula.

[ Caldo bruto
[ Caldo diluido em agua
24 ] I Caldo diluido em ABTS

88

-
o
1

12 4

8

6

44

2

0 T T T T
3 6 9 12

Tempo (h)

Porcentagem de descoloragdo (%)

21 24

Figura 6 — Percentuais de descoloracdo * erro padrdo, em funcdo do tempo, para o corante Blue 56

Muitos autores afirmam que o sucesso em processos de descoloracdo
por fungos se deve d presenca da enzima lacase no meio reativo, estando sua
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capacidade de descoloracdo relacionada a similaridade das estruturas quimicas
do corante e do substrato natural da enzima, a lignina, permitindo, assim, a
destruicdo dos grupamentos cromoforos do corante, 81531

O composto ABTS € considerado um substrato relevante para a atfividade
da enzima, podendo ser utilizado em meios de cultivo como mediador/indutor
da atividade de lacase. A presenca de subst@ncias oxidantes de baixa massa
molar, denominados mediadores, como o ABTS, no ciclo biocatalitico da lacase
aumentam sua atividade. A degradacdo/oxidacdo do poluente, ou do corante,
nesse caso, envolve duas etapas oxidativas. Primeiramente, a lacase oxida o
mediador, e em uma segunda etapa, o mediador oxida, ou seja, refira elétrons,
do composto poluente.' Estudos tém demonstrado o importante papel do ABTS na
sua forma oxidada e, portanto, altamente reativa, como mediador nos processos
de oxidacdo realizado pela lacase 333

Ainda, outros autores® observaram aumento no percentual de descoloracdo
do corante anfraguinonico Remazol Brilliant Blue SN4R (100 mg L"), em 10 horas de
incubacdo, quando utilizaram caldo enzimdatico bruto de Pleurotus ostreatus (30 U
mL', ouseja, 30.000 U L") adicionado de ABTS (1 mM). O percentual de descoloracdo
foi aumentado em aproximadamente 66% em relacdo ao experimento sem adi¢cdo
de ABTS. Em outro estudo®! observou-se percentual de descoloracdo para os
corantes Drimaren Rubinol X-3LR e Drimaren Blue C-R (120 mg L") iguais a 90 e 82%,
respectivamente, em 24 horas, utilizando o caldo enzimdatico de Pleurotus ostreatus
(255 U mL", ou seja, 255.000 U L) obtido de cultivo em meio sdlido. Segundo os
autores, a adicdo de ABTS (0,017 mM) ao meio reativo foi essencial para o processo
de descoloracdo.®

Os percentuais de descoloracdo obtidos neste trabalho (15 e 22%, em 21
e 24 horas de incubacdo, para os corantes Red 50 e Blue 56, respectivamente,
utilizando o caldo enzimdtico diluido em ABTS) sdo muitas vezes inferiores aos
reportados em literatura. Pohl'¢ observou percentual de descoloracdo igual a 53%
para o azocorante Azul Drimaren CL-R (50 mg L) em 72 horas, utilizando o caldo
enzimdatico bruto de Pleurotus sajor-caju na concentracdo de 10% (295 U L'). Para
o corante Vermelho Drimaren CL-5B, a autora ndo observou degradacdo. Kroetz!”
avaliou a capacidade de descoloracdo pelo caldo enzimatico bruto de Pleurotus
sajor-caju dos azocorantes Azul de Tripan e Congo Red (50 mg L). Utilizando 10%
do caldo enzimdtico (48,5 U L") na composicdo do meio reativo, em 72 horas, @
autora observou descoloracdo de 78 e 71% para os corantes Azul de Tripan e Congo
Red, respectivamente. Contudo, quando, em vez da andlise do percentual de
descoloracdo individualmente se convertem esses valores em taxa ou eficiéncia de
descoloracdo, levando-se em conta ndo somente o percentual de descoloracado,
mas fambém a atividade enzimdtica e o tempo de reacdo, observam-se valores
superiores e/ou similares para os resultados obtidos neste trabalho (Tabela 2).
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Tabela 2 — Taxas de descoloracdo especifica para lacases de Pleurotust’t

Taxa de Taxa de
Fungo/Corante remogdo remogdo Referéncia
(%LU h?) (mg U'h?)
Hou, Zhou,
P. ostreatus/Remazol Brilliant Blue 2,2x10* 2,2x10* Wang, Du e
Yan3
P. ostreatus/Drimaren Rubinol | 4x10% 1 8x10° Teixeira, Pereira e
X-3LR Ferreira-Leitao®
P. ostreatus/Drimaren Blue C-R 1,3x10° 16x10s lexelra, Pereira e
Ferreira-Leitdo®
P. sgjor-caju/Azul Drimaren CL-R 2,5x103 1,2x10° Pohl'¢
P. sajor-caju/Azul de Tripan 2,2x10? 1,1x102 Kroetz!
P. sajor-caju/Congo Red 2,0x102 1,0x10% Kroetz"
P. sajor-caju/Red 50 1,3x10% 1,3x10?'e  Este trabalho?*
P. sajor-caju/Blue 56 1,9x10%° 1,9x1020  Este trabalho®

Além disso, sdo poucos os trabalhos citados em literatura que utilizam
para os processos de descoloracdo o caldo enzimdtico bruto. A maioria estuda
o percentual de descoloracdo ao longo do proprio cultivo, sélido ou liquido, do
fungo, ou, ainda, utilizam a enzima extraida do caldo, purificada e imobilizada,
nos experimentos. Este Ultimo acarreta custos elevados ao processo em razdo das
etapas de extracdo, purificacdo e imobilizacdo da enzima. Neste trabalho utilizou-
se o caldo enzimdtico bruto de Pleurotus sajor-caju. Erkurt,11 em experimentos
relacionados a remocdo do poluente bisfenol-A por lacases, observou maior
percentual de remocdo (100% em 920 minutos), bem como maior estabilidade da
enzima (atfividade residual de 60% em 90 minutos) nos experimentos em que utilizou
o caldo enzimdatico bruto de Funalia trogii e o caldo inativado de Funalia trogii
adicionado da enzima comercial purificada de Trametes versicolor. Utilizando
Nnos experimentos somente a enzima purificada, menor percentual de remocdo foi
obtido (30% em 240 minutos) e menor estabilidade da enzima (totalmente inativada
em 90 minutos) ao longo dos experimentos. O autor sugere que uma interacdo
entre o polietilenoglicol e produtos poliméricos presentes no extrato enzimdatico
conferiram protecdo a enzima lacase.

A Figura 7 mostra a variacdo da atividade em lacase com o tempo de
experimento, para cada ensaio deste trabalho (1, utilizando o caldo enzimdatico
bruto sem diluicdo; 2, diluido em dgua; e 3, diluido em ABTS). Nela observa-se a
manutencdo da atividade enzimdtica ao longo do processo de descoloracdo de
ambos os corantes, independentemente do ensaio utilizado (1, 2 ou 3).

T a Atividade em lacase igual a 48,1 U L. ® Atividade em lacase igual a 56,3 U L. ¢ Utilizando o caldo
enzimdtico de diluido em ABTS.
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Figura 7 — Atividade em lacase * erro padrdo, ao longo do tempo, para os experimentos utilizando
os corantes (a) Red 50 e (b) Blue 56

A polaridade do meio de cultivo pode influenciar na atuacdo e na
manutencdo da atividade da enzima. Solventes com alta polaridade tendem a
aumentar a solubilidade dos substratos polares no meio de cultivo, propiciando
reacoes mais rdpidas e seletivas.3. Talvez esta pudesse ser uma explicacdo do
porqué, neste trabalho, percentuais de descoloracdo maiores foram obtidos
utilizando-se o caldo enzimdatico diluido em ABTS, seguido do diluido em dgua e,
por Ultimo, o caldo enzimdtico bruto sem diluicdo. A atividade enzimdtica estd
relacionada a quantidade de dgua ligada a proteina e ndo & concentracdo
de dgua nos solventes orgdnicos.37 Assim, maior atividade enzimdtica pode ser
relacionada & atividade de dagua, independentemente do solvente utilizado. A
dgua aumentaria a mobilidade e a flexibilidade dos sitios ativos da enzima e a
polarizacdo da estrutura proteica.

Durante os trés experimentos o valor de pH manteve-se, independentemente
do ensaio (1, 2 ou 3), na faixa de 6,0 a 7,0. Em valores de pH muito dcidos ou
bdsicos, a desnaturacdo e, consequentemente, a inativacdo da enzima ocorrem.
Assim, o conftrole rigoroso desse par@metro se faz necessdrio durante experimentos
utilizando-se enzimas.7 Neste trabalho, porém, como o pH manteve-se durante
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todo o experimento proximo da neu’rr%’pode, gastos adicionais com esse tipo de
controle ndo sdo necessarios.

Emrelacdo dtoxicidade, em testesrealizados com o microcrustdceo Daphnia
magna, observou-se reducdo da toxicidade apds o tratamento da solucdo de
corante com o caldo enzimdtico de Pleurotus sajor-caju. Para o corante Blue 56
(100 mg L-1) obteve-se reducdo estatisticamente significativa, no valor da CE50
de 25,9% para 21,3%, ao final do ensaio 3 (utilizando-se o caldo enzimdatico bruto
diluido em ABTS). Para o corante Red 50 ndo foi possivel determinar o valor de CES0,
pois mesmo utilizando-se fator de diluicdo igual a 0,5%, antes e apods tratamento
enzimdatico, ndo foi possivel observar nenhum dos organismos-teste vivos e/ou
moveis. Pode-se, entdo, considerar esse corante mais toxico que o Blue 56.

Em estudos relacionados & descoloracdo e detoxificacdo de corantes,
outros autores12 também observaram diminuicdo da tfoxicidade do efluente,
concomitfantemente & degradacdo do corante, na maioria dos casos. Ribeiro,38
entretanto, afirma que a descoloracdo nemsempre € umaindicacdo de detoxificacdo
bem sucedida. Haja vista os resultados obtidos neste trabalho em relacdo ao corante
Red 50, apesar da parcial descoloracdo, a solucdo ainda permaneceu bastante
toxica para o teste agudo com o microcrustGceo Daphnia magna. Quando a
detoxificacdo acontece, os produtos da degradacdo dos corantes, por lacases
fungicas, por exemplo, ndo conferem efeito toxico ao efluente fratado.1

Foram testadas poroutros autores3é a descoloracdo eremocdo datoxicidade
por fungos basidiomicetos (Pleurotus ostreatus e duas linhagens de Pleurotus
sajor-caju CCB 020 e PSC 94/03) de efluente téxtil coletado apds o tfratamento
biologico na Estacdo de Tratamento de Efluente (ETE) de Americana, SP, contendo
uma mistura de corantes pertencentes as classes das antraquinonas e indigdides.
A toxicidade do efluente foi avaliada utilizando como biocindicadores o organismo
Hydra attenuata, a alga Selenastrum capricornutum e sementes de alface
(Lactuca sativa). Os resultados dos testes com H. attenuata e S. capricornutum
mostraram reducdo da foxicidade apods o tratamento fungico.36 Outros autores39
realizaram ensaio de descoloracdo e detoxificacdo de agua residudria sintética
contendo os corantes Black 5, Orange 16, Blue 79, Red 60 e Blue 56 (250 mg L-1)
por Pleurotus sajor-caju. Estes observaram descoloracdo de 79% em 24 horas.
A toxicidade foi medida com Artemia salina antes e apds o tratamento. A dgua
sintética residudria foi caracterizada como tdoxica antes do tratamento e, apds
quatro horas de tratamento, teve sua toxicidade diminuida em 52,4%.39 Ribeiro38
realizou ensaio de toxicidade utilizando sementes de alface (Lactuca sativa L.) cv.
Maravilha de Verdo (Topseed), para o corante Remazol Brilliant Blue R, antes e apds
tratamento com Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius.38 A autora observou
diminuicdo da toxicidade apds o tratamento com Pleurotus pulmonarius, sendo
observado efeito toxico quando se utilizou o tfratamento com Pleurotus ostreatus.
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4 CONCLUSAO

O caldo enzimdatico obtido de Pleurotus sajor-caju mostrou-se eficiente na
descoloracdo/degradacdo dos corantes Red 50 e Blue 56, sendo observada maior
taxa de descoloracdo no ensaio 3, ou seja, quando se utilizou no meio reativo o caldo
enzimatico bruto diluido em ABTS (1,3 e 1,9x10-2 mg U-1 h-1, para os corantes Red 50
e Blue 56, respectivamente). A utilizacdo do caldo enzimdtico bruto, sem nenhum
processo de extracdo ou purificacdo enzimdtica, traz vantagens para o processo
de descoloracdo, pois gastos adicionais apds a sua producdo NAo sGo necessarios.
A enzima lacase manteve-se ativa, e o valor de pH constante ao longo de todos os
experimentos. Assim, gastos adicionais para a manutencdo do pH, em decorréncia
da sensibilidade da enzima a esse pardmetro, também sdo desnecessdrios. A
toxicidade apds o tratamento enzimdatico apresentou diminuicdo estatisticamente
significativa para o corante Blue 56. Para o corante Red 50, apesar de este ter
apresentado descoloracdo, ndo se observou diminuicdo da sua toxicidade.
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