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1 INTRODUCAO

O aumento da atividade industrial € acompanhadardecimento dos problemas
ambientais, destacando-se as questdes relativasn@aninacdo da agua. Diretamente
relacionado a essa realidade ha uma probleméatieaay@elo emprego de grande quantidade
de diferentes corantes quimicos em varias aplicaip@kistriais, sendo que uma significante
proporcdo destes aparece na forma de residuosng@ni@nto de efluentes industriais,
incluindo os do setor farmacéutico, em cursos diagos quais estao presentes tais corantes,
causa enorme impacto ambiental, visto que taigduesiinterferem na absorcao de luz pelos
seres vivos aquaticos, sdo transportados para vantiais € promovem a contaminagdo da
agua que abastece a populacdo. Como corantes gg@bagos para ser quimicamente e
fotoliticamente estaveis, eles sdo altamente pendes no ambiente natural, e ndo séo
retirados por tratamentos de &gua convencionaiarif&h et al, 2009)Dentre os corantes
artificiais utilizados pela indastria téxtil, alimicia, farmacéutica e de cosméticos (Lopes,
2008) pode-se citar o Remazol Brillant Blue R (RBBRe € um corante antraquindnico, o
Azul de Indigotina (AzInd), pertencente a classiga e o corante azoico Vermelho Ponceau

(VermPonc).
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Devido a sua toxicidade e carcinogenicidade, oantes empregados nas diversas
atividades industriais sdo frequentemente alvosstados de degradacdo por diferentes
mecanismos, entre 0s quais aqueles envolvendo deusmzimas que se apresentam como
processos da denominada “quimica verde”. As enzimas estudadas para esse fim sdo as
gue compdem o complexo enzimatico degradador dembgformado por lignina peroxidase
(LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase (So&assado, 2009).

A enzima lacase (EC 1.10.3.2) € uma oxidase mbltecgue catalisa a oxidacdo de
um amplo grupo de compostos aromaticos fendliao&oefendlicos por reducdo de oxigénio
em agua através da transferéncia de elétronsisegmtambém € denominada por R{2806)
como uma enzimaco-friendly. Esta enzima apresenta distribuicdo bastante asguido
detectada em plantas, fungos e bacté@aespectro do substrato de lacase é muito amplo e
pode ser aumentado consideravelmente na presencmededores redox adequado
(Baiocco et al2003;. Camarero et,&005). A inclusdo de substancias oxidaveis apadps
de baixa massa molecular, os mediadores, expamtigidade catalitica da lacase frente a
grupos mais dificeis de oxidar (Batista, 2009).sketn muitos mediadores disponiveis e
dentre eles o Acido Violurico (AV) se mostra bastagficaz (Fabbrini et al, 2002).

As lacases possuem um grande potencial de aplicagéiodiversos processos
industriais e biotecnolégicos, podendo-se citar stiizacdo para analise de drogas,
clarificacdo e estabilizacdo de vinhos, biorremgibade efluentes de industria de alimentos
(Osma et al, 2010) e de medicamentos (Mayer & &ap002), branqueamento de polpa de
papel e de tecidos, descoloragdo de corantesisistgfTeixeira et al, 2010), biosensores
(Vianello et al, 2006) e obtencéo de biocombusidii€unamneni et al, 2008).

O emprego industrial dos mais diversos tipos déneae e para os mais variados fins é
crescente e paralelamente ha um grande numero tddogsque objetivam melhorar a
producdo enzimatica. Assim como é importante umeelerte producdo enzimatica, €
também importante que o extrato enzimético assitid@inantenha sua atividade por longos
periodos, permita condicbes favoraveis para arnazento, transporte e uso. Nesse aspecto
pode-se destacar a obtencéo de extratos enzima&cos uma vez que o0 baixo conteudo de
umidadefaz com que os produtos sejam menos suscetiveitagae microbiano e a reacdes
de degradag0fes, propiciando o armazenamento péwnguo periodo de tempo e reducéo nos

custos de transporte. Outro aspecto a ser coasiolguanto aos processos de secagem é que



se consegue dessa forma a concentragcdo dos ex¢ratosn isso a possibilidade de se

trabalhar com extratos de maior atividade enziraatic

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho éiaval potencial de descoloragédo do
extrato bruto enzimético contendo lacase, no edfgdao e apds ser seco por liofilizagdo e

por atomizacao.

2 METODOLOGIA

2.1 Organismo e Cultivo: O fungo P. sanguineus, obtido junto a Fundacdo André
Tosello, Campinas/SP, foi cultivado em meio Bafaéxtrose (BDA) e mantido a 4 °C. A
producdo do extrato enzimatico foi através do woilém meio liquido contendo extrato de
malte, CuSQ 5 . HO e 2,5-xilidina (Valeriano et al. 2009).

2.2 Obtencdo do extrato seco a partir do extrato brutode P. sanguineus. O
extrato bruto foi liofilizado utilizando-se o liofilizador da Thermo Eletron Coration —
modelo Micromodulyo — 115. Imediatamente apds a secagem o extrato foi reaplbid

mantido em congelador até sua utilizacdo assim @extrato atomizado.

2.3 Determinacao da atividade de lacaséLeonowicz & Grzywnowicz 1981): A
atividade de lacase foi determinada no extratatobmantes e ap0s a secagem pela
oxidacdo do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotriazolingw@fonico) (ABTS) 5mM em solucéo
aquosa. A mistura de reacdo totalizou 1 mL, seotdagposta por tampéo acetato de sédio
50 mM, Ph 5,0; extrato enzimatico e ABTS 5mM. Aidacdo do substrato foi

determinada espectrofotometricamente apos 5 minlgesacao, a temperatura ambiente em

-1 -1
420 nm €420 = 36000 M cm ). O extrato seco foi ressuspenso em tampao acd&to
sédio 50 mM, Ph 4,2 e entdo determinada a suadatlei enziméatica. Uma unidade
enzimatica correspondeu a quantidade de enzima chpaxidar 1 pmol de substrato por

minuto, nas condi¢des do ensaio.



2.4 Testes de descoloracdoA capacidade de descoloracdo do extrato enzimatico
produzido porP. sanguineus foi avaliada para os corantes RBBR, Azind e VerPdkc
mistura de reacéo teve composicao diferenciadandimdo do parametro analisado. Para o
estudo do efeito da concentracdo do corante amaistintinha 0,5 U. mit. de lacase (extrato
enziméatico), tampé&o acetato de sédio 50 mM (Phel@rante na concentracdo de 0,1 a 0,3
mg.mL* para RBBR; 0,05 a 0,1 mg.iilpara Azind e 0,0125 a 0,05 mg.thlpara
VerPonc. Para se avaliar o efeito de mediador saoflracdo enzimatica acrescentou-se a
mistura de reacdo 1,0 mM de AV as preparacdes mont®,5 U.mL* de lacase e 0,1
mg.mL* de RBBR 0,05 mg.nLde Azind e 0,05 mg.mtde VerPonc. Para o estudo do
efeito da concentracéo de enzima na descolorag@esleorantes, utilizou-se o extrato seco
por liofilizacdo e a mistura continha 1 — 2 U. Tile lacase e 0,4 mg.filde RBBR; 0,1
mg.mL* de Azind e 0,05 mg.mtde VerPonc. Para comparar a influéncia do métedo d
secagem no processo de descoloracdo fez-se eriamndo 1 U. mL* de lacase e 0,05
mg.mL* de VerPonc. Em todos o0s ensaios a mistura deagaigiizou 1 mL e foi incubada
a 20 °C, no escuro. As descoloracdes foram megiolasspectrofotometrianonitorando o
decréscimo na absorbancia maxima de cada coralitadd (RBBR:A max=590nm, AzInd:
A max= 600nm, VermPon&:max= 500nm) (Lu et al, 2007; Osma et al, 200 REassa em
termos de porcentagem.

Todos o0s experimentos foram realizados no minimo deplicata e resultados

expressos como a média das repeticées e o respdesvio padréao.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A habilidade de descoloracé&o dos corantes indisiRBBR, AzIind e VermPonc por
extrato bruto contendo lacase &e sanguineus foi avaliada na presenca de diferentes
concentracdes dos corantes, diferentes concensralgbiacase, assim como na presenca ou
ndo de mediador. Avaliou-se ainda o efeito do scale secagem do extrato enzimatico na

descoloragao do corante VermPonc.

3.1  Efeito da concentragéo do corante

O efeito da concentracdo do corante na descolorBajdavaliado para diferentes

concentracdes de corante (0,012 a 0,3 mg Y)nsbm quantidade constante de enzima (0,5



U.mL™). Os corantes RBBR e AzInd foram fortemente desims pela acdo do extrato
enzimético, ambos alcangando uma descoloracéo onago85 % e 95% apos 2 e 24 horas de
reacdo respectivamente (Fig 1). Observou-se paies efis corantes que a taxa de

descoloracéao foi praticamente a mesma para todamasntracdes testadas.

No trabalho apresentado por Murugesan e colabaad@007)a descoloracdo do
corante RBBR (50 mg:t) pelo extrato enziméatico contendo lacaseGaeoderma lucidum
(25 U.mL?) foi de 40% ap6s 2 horas de incubacédo e de 95% Epdoras. A descoloracéo
foi diminuida com o aumento da concentracdo denteratingindo uma descoloracado de
94,0 : 90,2 e 87,8 % respectivamente na presen¢@@e200 e 300 mgtdo corante, ap6s
12 horas de incubacao (Murugesan et al, 2007). dstado utilizando a enzima lacase
purificada deFomes fomentarius (0,2 U.mL") a descolorac&o do corante RBBR (150 rify.L
foi de 80 % apos 1 hora de incubacéo (Neifar 2Gil0).

Lacase ddrametes modesta promoveu 58% de descoloracéo do corante Azind (250
mg.L") em meio contendo 0.2 nkat fide enzima, apés 6 horas de incubacdo (Nyanhongo
et al, 2002).
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Figura 1- Efeito da concentracdo de corante na descolorpe#m extrato bruto de°.

sanguineus para os corantes RBBR (A), Azin (B).

O corante VermPonc mostrou-se bem mais resistenteseéoloracdo nas condicdes
avaliadas que os demais corantes. Para uma coagimtde 0,05 mg.mLde VermPonc
observou-se 8% e 49,7% de descoloracao pela acéxtidwo enzimatico, apos 2 e 24 horas
de reacéo respectivamente. No estudo apresentadidoya e colaboradores (2010) o corante

VermPonc (302 mgt) sofreu 18% de descoloracdo ap6s 3 horas de ig&abeom 0,4



U.mL? de lacase deStreptomyces cyaneus, confirmando também a dificuldade de
descoloragao deste corante.

3.2  Efeito de mediador na descoloracao

O efeito de mediador na descoloragédo foi avaliadando-se 1mM de AV em
solucdes contendo cada um dos corantes na congémtie 0,1 mg.t para RBBR e 0,05
mg.L* para Azind ou VermPonc). Os resultados revelaram para o RBBR a maior
diferenca na descoloracao foi observada no ini@imcdubacao sendo alcancado, apés 1 hora,
80 e 92% de descoloracao respectivamente na aasérmesenca do mediador (Fig. 2A).

Apo6s 24 horas observou-se uma inversdo do perfiledeoloracdo sendo o resultado muito
préximo com 0 uso ou ndo de mediador.
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Figura 2. Efeito do AV na descoloracéo dos corantes RBBR £&&)nd (B) e VermPonc (C)
pelo extrato bruto dé°. sanguineus

O comportamento de descoloracdo do corante Azkehaslhou-se ao do RBBR, mas

com um destaque ainda maior para o mediador nageipais horas de incubacdo em que se



atingiu uma descoloragéao de 97% e 61% na preseagséacia do AV respectivamente (Fig.
2B) . Ao longo do periodo de 24 horas a descolorégidcrescente na auséncia de mediador
enquanto que na presenca a taxa de descoloracateverde praticamente a mesma
alacancada na primeira hora de incubacdo. Apo®&k a descoloracédo do corante nos dois

experimentos foi praticamente a mesma.

Os resultados apresentados na figura 2C mostianpaya o corante VermPonc o0 uso
do mediador alterou significativamente a capacididescoloracdo pelo extrato brutoRde
sanguineus passando a descoloracdo ap6s 2 horas de incubac&@ % para 93 % com a
adicdo do AV e ao final das 24 horas , diferente cirantes citados anteriormente, também
se observou uma consideravel diferenca de descélmraendo alcancada uma taxa de
descoloragéao de praticamente 60 % de descoloreg@niséncia do mediador enquanto que

na presenca nao houve alteracdo em relacédo aocolmervado em 2 horas.

Para Murugesan e colaboradores (2007), a adicded&dor levou a um aumento de
2,3 vezes na descoloracdo do RBBR por lacass. decidum durante uma incubacéo de 2
horas, alcancando uma taxa de 92,4 %, resultadio ipdiximo ao observado apds 1 hora de
incubacdo no presente estudo (92%). No trabalh®edalta-Zamora e colaboradores (2003)
néo houve descoloragéo do corante RBBR pela |lats$emmetes versicolor na auséncia de
mediador, mas o emprego de 1- hidroxibenzotrial®@T) favoreceu esta atividade sendo
observados 40% de descoloracao apés 30 minutogdeacao com a enzima livre e 70% de
descoloracgéo depois de 2 horas na presenca de lawalsilizada. A descoloragéo do corante
VermPonc por lacase d& cyaneus aumentou aproximadamente 5 vezes pela adicdo do

mediador acetoseringona (Moya et al, 2010).

Soares e colaboradores (2002) relataram que o AW énediador redox eficaz para
reacdes de oxidacdo da lacase. Segundo Claus leo@ars (2002), uso de mediadores
melhora a taxa de descoloracdo e ainda ampliaecispde atuacdo da enzima que passa a
atuar sobre corantes inicialmente resistentes @olbeacio enzimatica. No presente trabalho
esta atuacdo pode ser claramente constatada rexsnesiptos de descoloragao do VermPonc.

3.3  Efeito da quantidade de enzima na descoloracao

O efeito da quantidade de enzima na descoloragsicatantes em estudo foi avaliado
para quantidades de 1 e 2 U.fmafim de avaliar se 0 aumento da quantidade denenizria



uma relagao direta com a taxa de descoloracdo.d3sgaestudo utilizou-se o extrato bruto
liofilizado. Conforme demonstrado na figura 3, agdsde incubacdo, ndo houve diferenca
significativa na descoloracdo dos corantes RBBRzlachna presenca de 1 ou 2 Uhde

lacase, mas para o corante VermPonc, houve umnmieate de 30 % na taxa de descoloracao

gue passou de 48 para 63%.
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Figura 3- Descoloracdo do RBBR, AzIind e VermPonc com dife®nguantidades de
enzima, apos 24 horas de incubacao.

Os corantes RBBR e AzInd foram mais facilmente odiesios pela agdo do extrato
bruto, mesmo na auséncia de mediador e tambémvedianh sua descoloracéo alterada pelo
aumento da quantidade de enzima disponivel, sestdauen resultado interessante quanto ao
aspecto econdmico que envolve a aplicacdo de eszima vez que quantidades até menores
que as utilizadas neste trabalho deverdo ser igadsss afim de melhorar a relagdo custo-
beneficio visando uma aplicacdo em maior escalaxti@to bruto deP. sanguineus para

descoloracéo destes corantes.

No estudo utilizando extrato bruto @elucidum (Murugesan et al, 200¥grificou-se
que houve um aumento proporcional da descoloragdocdrantes RBBR e RB-5 com o
aumento da quantidade de enzimas de 2 até 35 UensLquantidade minima de enzima para
alcancar o maximo de descoloracdo do corante RBBBaximadamente 70 %, foi de 25
U.mL?, quantidade bem superior & observada neste tmbaitque na presenca de 1 UL

houve a descoloracéo de 70%, apds 1 hora de indoibac



3.4  Efeito do processo de secagem de enzima na desctéo

No experimento com o corante VermPonc (0,05 mg)mitilizando o extrato bruto
seco por liofilizacdo e por atomizacdo, amboseam 1 U.mlda enzima lacase observou-
se que no inicio da incubacdo, apesar da pequecaldeacdo, o extrato atomizado foi mais
eficiente, porém, ap0s 24 horas o extrato liofdzaesultou em uma taxa de descoloracdo 35

% maior que o extrato atomizado (tabela 1).

Tabela 1Descoloracédo do corante VermPonc pelo extrato lolessecado por liofilizagdo ou

atomizacgao
Tempo de Descoloracao (%)
incubacéao
Extrato liofilizado Extrato atomizado
1 hora 1,0+0 8,4 +1,15258
2 horas 40+0 10,4 + 0,74953
24 horas 48,3 +1,63342 35,8+0,17678

A secagem de extratos enzimaticos apresenta vastagemo possibilidade de
trabalhar com atividades mais elevadas, facilidatde transporte e armazenamento,
conservacgao, entre outras. H& diferentes procekssgcagem, mas € um desafio conseguir
um protocolo de secagem capaz de manter a atividadienatica, sendo os métodos de
secagem objeto de diversos estudos. Neste trabhadhficou-se que para aplicacdo na
descoloragédo a secagem por liofilizagcao foi maisaefque o extrato atomizado utilizado.
Uma hipotese possivel seria a influéncia do adjigvampregado na secagem por atomizagao
na atividade da enzima sobre o corante, mas é s@&aesnaiores estudos sobre os extratos
atomizados para que se possa efetivamente fazer comgparacdo da atividade de

descoloragao dos extratos secos por diferentes$s0s.

3 CONCLUSAO

Considerando que efluentes industriais coradogyséedos em grande volume e seu
tratamento enzimético requer um grande volume démnen o uso de enzimas purificadas

para esse fim tornaria o processo demasiadamesgendiioso e por isso ndo aplicavel. Os



resultados observados neste estudo foram bastatisfa®rios principalmente para os
corantes RBBR e AzInd em que foi possivel a desagfio dos mesmos utilizando pequena
quantidade do extrato bruto produzido pelo fun¢ggnfentosoP. sanguineus, mesmo sem a
adicdo de mediadores. A descoloracdo do corantanR@mc pelo extrato bruto foi
incrementada pelo aumento da quantidade de enzimboaiso do mediador AV, estratégia
comum nos processos de descoloracao.

Agradecimentos Ao professor Edemilson Cardoso da Conceicdo kidaaNayara Kelly
Ribeiro Silva que gentilmente cederam o extrat@seesdo por atomizagao para os testes de

descoloracéo.
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