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RESUMO: Atualmente cresce a demanda pelos corantes naturais na
substituicdo dos corantes sintéticos, por estes serem considerados mais seguros
para o consumidor. O uso de enzimas para a degradacdo dos corantes residuais
dos efluentes téxteis é considerado um processo inovador e ecologicamente
correto. Assim, o objetivo deste trabalho é estudar a remogdo do corante
natural de urucum utilizando a enzima Horseradish peroxidase. O efeito dos
parametros relevantes do processo como concentracdo de corante, enzima e
perdxido de hidrogénio e pH foram determinados. A metodologia da superficie
de resposta foi utilizada na otimizacdo do processo de degradacdo do corante.
As faixas Otimas de concentracdo de enzima e perdxido de hidrogénio foram
determinadas para degradar uma solucdo de 550-850 mg/L de corante de
urucum (bixina), na faixa de pH 4,5-7,0. Foi utilizado um limite de confianca
de 95% e obtido um ajuste ao modelo de 70%.

1. INTRODUCAO

Atualmente em inddstrias de todo mundo os corantes mais utilizados s&o os corantes
sintéticos, principalmente pela solidez ao tingimento e por proporcionar técnicas mais
reprodutiveis (HADDAR et al., 2014). Porém, quando descartados no meio ambiente esses
corantes possuem a capacidade de alterar ciclos biolégicos e podem resultar em um grande
impacto ambiental, por suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas (NGUEN; JUANG,
2013; KUMAR et al., 2012; KARIM; ADNAN; HUSAIN, 2012).

No decorrer dos ultimos anos vem crescendo a preocupacao ambiental pela utilizacdo
de produtos mais limpos, biodegradaveis e ndo recalcitrantes nos diversos setores industriais.
Os corantes naturais derivados de plantas, insetos/animais sdo de fontes renovaveis e com
minimo impacto ambiental, além de serem utilizados como corantes téxteis também sdo muito
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utilizados nas indastrias de alimentos e cosméticos (MOHAMMAD; UL-ISLAM,;
MOHAMMAD, 2013).

Deste ponto de vista a degradacdo enzimatica surge como uma alternativa
ecologicamente correta aos métodos tradicionais de remogdo de cor de efluentes téxteis. As
enzimas sdo biodegradaveis e sdo muito eficientes, principalmente devido a capacidade de
converter estruturas quimicas complexas sob condi¢es suaves de processo (SILVA et al.,
2013). Enzimas das classes das oxidorredutases tais como peroxidase e lacase tém mostrado
capacidade para degradar uma variedade de compostos organicos como 0s corantes. Estas
enzimas podem catalisar a degradacdo de corantes, tanto por precipitacdo como pela quebra
do anel aromatico (SILVA et al., 2012).

Peroxidases sdo enzimas produzidas por um grande ndmero de microrganismos e
plantas que catalisam uma variedade de reacdes, requerendo a presenca de peroxido de
hidrogénio para a agdo da mesma. Entre as peroxidases a mais conhecida € a Horseradish
peroxidase, que tem sido utilizada na remogdo de varios contaminantes aromaticos,
principalmente porque ela mantém sua atividade sobre uma ampla faixa de pH e temperatura.
Uma vez ativada pelo peroxido esta enzima atua sobre uma variedade de compostos toxicos
como fenois, corantes, anilinas, entre outros (KARAM; NICELL, 1997; BUCHANAN;
NICELL, 1998).

Este estudo avalia o uso da enzima Horseradish peroxidase para catalisar a degradagéo
do corante natural de urucum através da metodologia da superficie de resposta. Ainda existem
poucos trabalhos na literatura sobre a degradacdo de corantes naturais, sendo relevante,
portanto, avaliagdo dos principais fatores que influenciam esse processo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Corante
O corante utilizado foi o corante natural de urucum, Eqg. 1 (a), que em solucéo alcalina,

passa a ter o elemento ativo norbixina, Eq. 1 (b). A solucdo de corante contém hidroxido de
potassio, dgua e urucum. As estrutura da bixina e norbixina sdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1- Estrutura da (a) bixina e (b) norbixina

(b)
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2.2. Atividade enzimatica

A atividade inicial do extrato enzimatico da Horseradish peroxidase doada pela
empresa Toyobo foi determinada segundo a metodologia modificada de Wu et al. (1997).
Para a determinagdo da atividade foram utilizados 0,255 mL de solugdo de ABTS 20 mM;
0,255 mL de peroxido de hidrogénio (H,O2) 10 mM; 0,300 mL de extrato enzimatico 1 mM;
2,19 mL de tampéo fosfato pH 6 (0,05 molL™). Todas as solugBes foram preparadas em
tampao fosfato pH 6. A reacdo foi mantida a 30 °C em banho termostatizado por 10 min e em
seguida acompanhada durante 5 min, em um espectrofotometro a 420 nm utilizando um
coeficiente de extingdo molar de (es20mm= 3,6x10* M™. cm™). A atividade enziméatica (A) foi
calculada conforme a Equacgdo 1. Onde: A= Atividade enzimatica, Aaps = Absorvancia fina —
Absorvancia inicial, Vierat = V0lume total de solu¢do na cubeta em mL, V gxrao = VOlume de
extrato enzimatico utilizado na reacdo em mL, t = tempo de reagdo em minutos.

&Abs. T\'Ituzstal. 1 Dﬁ

CAETS VExtrato £

A(U/mL)=

(1)

2.3. Degradacédo Enzimatica

As reacOes de degradacdo enzimatica foram conduzidas conforme metodologia
modificada de Silva et al., (2012). Foram utilizados 0,4 mL de solucdo de H,O, 0,1 mL de
extrato enzimatico, 1,5 mL de corante e tampao citrato ou fosfato 0,05 mol/L (1,2 mL). As
solucdes de H,O, e de extrato enzimatico foram preparadas em tampédo nos diferentes pHs
estudados, a solucdo de corante foi preparada em &gua destilada. Nos controles reacionais
foram empregados todos os reagentes com excecdo do H,O; que foi substituido por tampao. A
absorvancia foi medida no comprimento de onda do urucum 380 nm. A porcentagem de
degradacéo (D) foi calculada pela equacéo 2.

D (%]= Absinicial_ Absﬁnal
At:'Sinicial

100 (2)

2.4. Planejamento experimental

A degradacdo do corante de urucum foi realizada utilizando um planejamento fatorial
estrela 2* com triplicata do ponto central totalizando 27 ensaios, realizados de maneira
aleatéria. As variaveis analisadas foram concentracdo de corante, enzima, peréxido de
hidrogénio e pH e como resposta foi obtida a descoloracdo do corante de urucum. O software
utilizado foi o Statistic versdo 10. As variaveis utilizadas no planejamento sdo apresentadas na
Tabela 1.
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Tabela 1- Variaveis e niveis de estudo utilizados no planejamento experimental

Variaveis Niveis de estudo
-2 -1 0 +1 +2
Concentracao de 576,9 1153,9 1730,8 2307,7 2884,6
Enzima U/mL
Concentragao de 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0
H,0, pM
Concentragao de 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0
corante mg/L
pH 2,5 4,0 5,5 7,0 8,5

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia da superficie de resposta € uma técnica de otimizacao de experimentos
baseada em planejamentos fatoriais que pode aumentar o rendimento, reduzir a variabilidade
do processo e diminuir 0s custos. Através da analise de todas as variaveis e possivel
identificar aquelas que mais influenciam no experimento e as interacdes entre todas as
variaveis. A precisdo dos modelos é avaliada pelo coeficiente de determinacdo R?
(TAVARES et al., 2009; BALAN; SATHISHKUMAR; PALVANANN, 2012).

O planejamento realizado foi um planejamento fatorial do tipo estrela com 4 variaveis
(concentracdo de enzima, peroxido, corante e pH), neste planejamento foram realizados 2*
ensaios para investigacdo de um modelo linear, triplicata do ponto central e mais 8 pontos
axiais distribuidos rotacionalmente a uma distancia do ponto central, onde +2 e -2 para
investigacdo do modelo quadratico. Os experimentos foram realizados de forma aleatoria e a
resposta obtida, a degradacao do corante e apresentada na Tabela 2.

Os resultados mostraram que quando foi utilizada a enzima Horseradish peroxidase
para degradar corante natural de urucum foram obtidas degradacdes de 8-44%. As
descoloragBes minima e maxima foram obtidas com 1153,9 U/mL de enzima, 800 mg/L de
corante e pH 7,0. Pode-se observar que o perdxido de hidrogénio foi determinante na
descoloracdo, onde na concentracdo de 200 mM de peroxido de hidrogénio a enzima
degradou 8% do corante e quando e na concentracdo de 300 mM foi obtida uma degradacéo
de 44 %.

As enzimas peroxidases catalisam uma variedade de reacdes, porém todas requerem a
presenca de perdxido de hidrogénio para ativar a enzima. Varios estudos relatam a influéncias
de fatores como peroxido de hidrogénio, concentracdo de corante e enzima. Silva et al.,
(2012) realizaram a descoloracdo dos corantes azo remazol laranja brilhante 3R e vermelho
remazol ultra, foram obtidas degradacbes de 9% e 5,5 % respectivamente, esta baixa
descoloracdo pode estar relacionada a fatores como concentracdo de enzima, peroxido de
hidrogénio ou concentracdo de corante.
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Tabela 2- Planejamento experimental da descoloracéo enzimatica do corante de urucum

Ensaio Enzima H,0, Corante pH Descoloracéo

U/mL mM mg/L (%)
1 1153,9 200,0 40,0 4,0 26,0
2 1153,9 200,0 40,0 7,0 9,0
3 1153,9 200,0 80,0 4,0 23,0
4 1153,9 200,0 80,0 7,0 8,0
5 1153,9 300,0 40,0 4,0 26,0
6 1153,9 300,0 40,0 7,0 28,0
7 1153,9 300,0 80,0 4,0 21,0
8 1153,9 300,0 80,0 7,0 44,0
9 2307,7 200,0 40,0 4,0 32,0
10 2307,7 200,0 40,0 7,0 14,0
11 2307,7 200,0 80,0 4,0 19,0
12 2307,7 200,0 80,0 7,0 36,0
13 2307,7 300,0 40,0 4,0 33,0
14 2307,7 300,0 40,0 7,0 13,0
15 2307,7 300,0 80,0 4,0 33,0
16 2307,7 300,0 80,0 7,0 34,0
17 576,9 250,0 60,0 5,5 22,0
18 2884,6 250,0 60,0 5,5 42,0
19 1730,8 150,0 60,0 5,5 23,0
20 1730,8 350,0 60,0 5,5 38,0
21 1730,8 250,0 20,0 5,5 34,0
22 1730,8 250,0 100,0 55 33,0
23 1730,8 250,0 60,0 2,5 26,0
24 1730,8 250,0 60,0 8,5 26,0
25 1730,8 250,0 60,0 55 39,0
26 1730,8 250,0 60,0 55 38,0
27 1730,8 250,0 60,0 55 40,0

As enzimas peroxidases catalisam uma variedade de reacdes, porém todas requerem a
presenca de perdxido de hidrogénio para ativar a enzima. Varios estudos relatam a influéncias
de fatores como peroxido de hidrogénio, concentracdo de corante e enzima. Silva et al.,
(2012) realizaram a descoloracdo dos corantes azo remazol laranja brilhante 3R e vermelho
remazol ultra, foram obtidas degradacbes de 9% e 5,5 % respectivamente, esta baixa
descoloracdo pode estar relacionada a fatores como concentracdo de enzima, peréxido de
hidrogénio ou concentracdo de corante.

Yousefi e Hamid-Reza (2010) estudaram a degradacdo do corante acido laranja 7 por
peroxidase do fungo Coprinus cinereus, sendo determinados os principais fatores que
influenciam na reacdo enzimatica, entre estes também foi identificada a concentracdo de
peroxido de hidrogénio. Segundo Yousefi e Hamid-Reza (2010) a rea¢do ndo ocorre sem
adicdo de perdxido de hidrogénio e a taxa de descoloracdo inicial aumentou a medida que a
concentracdo de peroxido de hidrogénio aumentou de 1,3 mM a 2,6 mM, mas diminui em
maiores concentragdes.
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Na tabela 3 podem-se observar os efeitos das varidveis sobre a descoloragdo do
corante. Na Figura 2 é apresentada a curva de nivel da interacdo per6xido de hidrogénio
(H20,) e pH.

Tabela 3- Efeitos das varidveis sobre a descolora¢do do corante

Fator Efeito Erro t student p Limite de confianca
padrao -95% +95%
Média/interagbes 39,000 4,599 8,478 0,000 28, 977 49,022
(1)Enzima (L) 5,749 3,252 1,767 0,102 -1,337 12,837
Enzima (Q) -5,354 3,449 -1,551 0,147 -12,871 2,162
(2) H20; (L) 7,916 3,252 0,0315 0,031 0,830 15,004
H,0, (Q) -6,104 3,449 0,102 0,102 -13,621 1,413
(3) Corante (L) 2,916 3,252 0,388 0,388 -4,170 10,004
Corante (Q) -4,604 3,449 0,206 0,207 -12,121 2,913
(4) pH (L) -2,250 3,252 0,502 0,502 -9,337 4,837
pH (Q) -8,354 3,449 0,0322 0,032 -15,871 -0,837
1Le2L -5,125 3,983 0,222 0,222 -13,804 3,554
1Le 3L 2,875 3,983 0,484 0,484 -5,805 11,554
1L e4L -1,625 3,983 0,690 0,690 -10,304 7,054
2Le3L 3,375 3,983 0,413 0,413 -5,304 12,055
2LedlL 4,875 3,983 0,244 0,244 -3,804 13,554
3LedL 9,875 3,983 0,029 0,029 1,195 18,554

) TR

B = 40
I <38
<25
B < 15
[1=<8
B <-2
B <-12
B <-22

Figura 2- Curva de nivel da descoloracdo de corante em funcdo de pH e concentracéo de
Perdxido.
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A Figura 2 representa o efeito de diferentes concentrac6es de H,O, e pH. As maiores
descoloragdes do corante de urucum foram obtidas numa faixa de concentracdo de peréxido
de hidrogénio entre 240 e 330 e uma faixa de pH entre 4,5 e 6,5. Além do perdxido de
hidrogénio o pH também foi um fator significativo na reagdo. A maxima descoloracdo foi
obtida em pH 7,0 porém em pH 5,5 também foi obtida uma degradacdo de até 42%. A
interacdo do corante com pH também se mostrou um fator significativo para a reacdo. Testes
preliminares mostraram que a absorbancia das solu¢des de corante em varia com de acordo
com pH. Para um limite de confianga de 95% foi obtido um ajuste ao modelo de 70%. O
modelo para a descoloracdo do corante de urucum é representado na equacao 3.

y = 39,00 + 3,96[H,0,]- 4,17[pH]? + 4,94[pH].[corante] (3)

Toda enzima tem um pH caracteristico no qual sua atividade é maxima. Com a
mudanca do pH as interacdes eletrostaticas dentro da enzima se alteram com a possibilidade
de alterar a conformacdo tridimensional e assim sua atividade. De acordo com Cavaco e
Gubits, 2003, quando o substrato se liga a enzima, esse também é influenciado pelas
interacdes.

A maioria das enzimas tem um intervalo de toleréncia determinado de pH, muitas
vezes maior do que uma unidade de pH, em que sua atividade € de 80 a 100% do seu maximo.
Dentro desse intervalo, o pH pode mudar sem consequéncias importantes para sua actividade.
Mohan; Prasad; Sarma, (2005) avaliaram a descoloragdo do corante &cido Preto 10 BX,
variando o pH de 2 a 9, a maxima degradacéo foi obtida em pH 2, 67%. Em pH acima de 2, 0
pH caiu significativamente.

4, CONCLUSAO

A descoloragdo do corante de urucum pela enzima Horseradish peroxidase €
influenciada pela concentracdo do peréxido de hidrogénio e pelo pH do meio. O corante de
urucum foi degradado pela enzima com descoloracdo maxima de 44 %. O uso da enzima
Horseradish peroxidase como rota para a degradacao do corante natural de urucum torna este
processo de tingimento mais sustentavel sob o aspecto ambiental. O uso de pool enzimatico
pode ser uma alternativa para a melhoria da eficiéncia do processo.
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