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RESUMO - Corantes sdo estaveis a luz, a temperatura e ao ataque microbiano,
representando compostos recalcitrantes. Na presenca de mediadores, alguns
corantes resistentes a descoloracdo podem alcancar niveis relevantes de remocao
de cor. Diante disso, neste estudo, avaliou-se o efeito da adicdo de diferentes
mediadores sobre a descoloracdo de 22 corantes pertencentes aos grupos
cromoforos antraquinona, azo e trifenilmetano, utilizando lacases produzidas por
Pleurotus sajor-caju PS-2001 em processo submerso. As misturas aquosas
contendo solucdo de corante, mediador e caldo enzimatico com 30 U.mL™ de
lacases foram mantidas a 35°C durante 168 horas. De uma forma geral, os
percentuais de descoloracdo  obtidos com = 2,2'-azino-bis(acido  3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) sal diaménio (ABTS) como mediador foram
inferiores ao controle para treze corantes testados; os melhores resultados foram
obtidos com os mediadores hidroxibenzotriazol (HBT) e siringaldazina (SYR). Os
corantes trifenilmetano Brilliant Green (65%), Malachite Green (64%) e
Bromocresol Green (37%) mostraram 0s maiores percentuais de descoloragdo
para esta classe. Resultados satisfatorios também foram obtidos com os corantes
antraquinona Reactive Blue 220 (48%), Acid Green 28 (46%) e Remazol Brilliant
Blue R (37%), assim como para os azo-corantes Levafix Brilliant Red E-4BA
(38%), Disperse Blue 79 (37%) e Disperse Orange 30 (33%), com percentuais de
descoloracdo superiores aos controles, preparados na auséncia de mediadores.

1. INTRODUCAO

O uso de corantes em processos das industrias téxtil, de papel, farmacéutica, cosmética
e alimenticia vem sendo empregado h&d muito tempo e a disponibilidade comercial desses
compostos é ampla. Atualmente, cerca de 2.000 tipos de corantes estdo disponiveis para a
industria téxtil e estima-se que 10 a 15% do total de corantes utilizados nos processos de
tingimento s&o descartados nos efluentes. A utilizagdo de microrganismos e/ou enzimas para
o tratamento de efluentes téxteis poderia reduzir significativamente o consumo excessivo de
agua, visto que sdo consumidos aproximadamente 100 litros de dgua para processar 1 kg de
material téxtil (Guaratini & Zanoni, 1999; Rodriguez et al., 1999; Ciullini et al., 2008).

Corantes sdo compostos potencialmente tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos,
estaveis a luz, a temperatura, ao desbotamento por exposi¢ao ao suor, a produtos quimicos e
ao ataque microbiano, representando compostos recalcitrantes (Rodriguez et al., 1999; Zilly et
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al., 2002; Wesenberg et al., 2003). Cerca de 90% dos corantes reativos que passam por lodos
ativados saem inalterados ao final do processo e sdo descarregados diretamente nos rios. O
tratamento desses compostos também ocorre por meio de métodos fisicos e quimicos, porém,
nem todos 0s corantes S40 removidos por esses processos €, muitas vezes, geram compostos
ainda mais toxicos apos uma degradacéo parcial (Rodriguez et al. 1999; Munari et al., 2008).

Por serem compostos coloridos, mesmo em baixas concentraces (10 a 50 mg.L™),
corantes sdo facilmente visiveis a olho nu. Uma pequena quantidade lancada nos efluentes ja
modifica sua cor e gera problemas, como diminui¢do do teor de oxigénio dissolvido e da
atividade fotossintética pela dificuldade de penetragdo da luz solar nos corpos d’agua,
prejudicando os organismos aquaticos (Wong & Yu, 1999; Yang et al., 2009).

Com base no seu grupo cromoforo, corantes podem ser classificados de acordo com
sua estrutura quimica em diferentes classes. Cerca de 50% dos corantes industriais produzidos
mundialmente pertencem a classe azo, representando o maior grupo de corantes sintéticos,
que sdo amplamente utilizados em processos de tingimento de fibras téxteis; corantes dessa
classe apresentam resisténcia a descoloracéo, sendo que os subprodutos de sua degradacéo,
principalmente aminas aromaticas, podem ser carcinogénicos ou, ainda, gerar compostos mais
toxicos do que a forma primaria do corante (Wong & Yu, 1999; Selvam et al., 2003;
Eichlerova et al., 2006). Outro grupo importante de corantes pertence a classe antraquinona;
por serem mais suscetiveis a decomposicao, corantes desse grupo também sdo estudados em
misturas com os de outras classes para verificar o efeito na descoloracdo, pois corantes do
grupo cromdforo azo geralmente necessitam de um mediador redox para melhorar a eficiéncia
da descoloracdo. Dessa forma, corantes que atingem maiores niveis de descoloracdo podem
auxiliar na remocéao de cor dos que apresentam maior resisténcia nesse processo (Munari et
al., 2008; Forss & Welander, 2011). De acordo com Casas et al. (2009), corantes pertencentes
a classe trifenilmetano sdo utilizados em muitos processos de tingimento e apresentam alta
toxicidade, sendo prejudiciais a saide humana, animal e ambiental. Como exemplo, o corante
Malachite Green pode causar irritacdo quando em contato com a pele e gerar lesdes oculares;
Crystal Violet é tdxico para células de mamiferos e, também, um agente mutagénico. Assim, a
remocao de corantes de diferentes grupos cromdéforos apresenta grande importancia sob os
pontos de vista ambiental, cientifico e biotecnolégico (Yang et al., 2011).

Fatores como pH, temperatura, concentracdo de corante e de enzima, tipo e
concentracdo do mediador influenciam diretamente os processos de descoloracdo de corantes
(Schmitt et al., 2012). Durante a ultima década, fungos de degradacdo branca foram estudados
com relacdo a sua capacidade de degradar diversos compostos xenobiéticos e poluentes, como
é 0 caso dos corantes (Soares et al., 2002). Dentre os fungos ligninoliticos, o género Pleurotus
se destaca por ser um grupo cosmopolita de cogumelos com alto valor nutricional,
propriedades terapéuticas e diversas aplicacfes ambientais e biotecnoldgicas, visto que
produzem um sistema enzimatico capaz de degradar lignina e transformar hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, pesticidas, compostos fendlicos e corantes (Cohen et al., 2002;
Selvam et al., 2003). Lacases sdo enzimas com potencial de utilizacdo nesses processos, pois
atuam oxidando anéis aromaticos presentes na estrutura quimica dos corantes e sdo capazes de
descolorir uma ampla variedade desses compostos (Rodriguez et al., 1999; Abadulla et al.,
2000). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de mediadores
redox, em misturas aquosas, sobre a descoloracdo de 22 corantes pertencentes aos grupos
cromoforos antraquinona, azo e trifenilmetano, utilizando lacases produzidas por Pleurotus
sajor-caju PS-2001 em processo submerso.
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2. MATERIAL E METODOS

Linhagem - Pleurotus sajor-caju PS-2001, da colecdo de microrganismos do IB-UCS,
foi mantido em placas de Petri em meio contendo serragem de Pinus spp., 20 g; farelo de
trigo, 20 g; CaCQOg, 2 g; agar-agar, 20 g; H,O destilada g.s.p. 1 L (Bettin et al., 2009).

Producéo de enzimas em biorreator - O meio de cultivo continha glicose, 5 g; caseina
pura, 1,5 g¢; acido benzoico, 100 mg; CuSQ,4 100 mg; solucdo mineral de nutrientes e
micronutrientes, 100 mL; H,O destilada g.s.p. 1 L. Utilizou-se um biorreator com agitacéo
mecanica modelo Biostat®B (volume operacional de 4 L) para a producdo enzimatica em
regime descontinuo, pH 6,5 a 28+1°C durante 90 horas de processo (Bettin et al., 2011).

Mediadores redox — Os trés compostos testados como mediadores foram 2,2'-azino-
bis(4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) sal diambdnio (ABTS - 98%), hidroxibenzotriazol
(HBT - 97%) e siringaldazina (SYR - 100% de pureza), preparados em concentracGes de 5
mmol.L™ e utilizados nas misturas aquosas em concentracao final de 0,1 pmol.L™.

Corantes - Nos ensaios realizados, foram testados quatro corantes do grupo croméforo
antraquinona (Acid Blue 80, Acid Green 28, Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R),
dez do grupo 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 do grupo trifenilmetano (Brilliant Green,
Bromocresol Green, Bromophenol Blue, Coomassie Brilliant Blue G-250, Gentian Violet,
Malachite Green, Methyl Violet e Phenol Red), totalizando 22 corantes.

Atividade de lacases — Determinada pela oxidacdo do substrato ABTS, em tampéo
acetato de sodio pH 5,0 a 25°C, durante 90 segundos (Wolfenden e Willson, 1982).

Condicdes experimentais — As misturas reacionais foram preparadas em frascos Duran
de 50 mL contendo 10 mL de solucdo de corante (concentracdo de 50 mg.L™), 10 mL de
caldo enzimatico (atividade de 30 U.mL™ de lacases) e 0,4 mL de cada mediador, avaliados
separadamente (concentracdo final de 0,1 pmol.L™). Os controles consistiram de misturas
aquosas preparadas na auséncia de mediadores, contendo somente solucédo de corante e caldo
enzimatico. Os recipientes foram mantidos em banho termostatico a 35°C sem agitacdo e sem
controle de pH, sendo coletados 0,4 mL de cada frasco (em triplicata) a cada 24 horas durante
168 horas para a medigdo da absorbancia. As leituras foram realizadas no comprimento de
onda maximo de absorcdo para cada corante, determinado apos testes de varredura.

Determinacdo do percentual de descoloragéo - A Equacdo 1 foi utilizada para 0s
calculos do percentual de descoloracdo (Schmitt et al., 2012), onde AbS iniciai COrresponde a
leitura de absorbancia inicial (tempo 0) e Abs fina @ leitura de absorbancia nos diferentes
tempos avaliados (de 24 a 168 horas).

(A bS inicial — AbS ﬁnal)
Percentual de descoloragdo (%) = x 100 (1)

Abs inicial
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, testou-se o potencial de descoloracdo de corantes das classes
antraquinona, azo e trifenilmetano em misturas aquosas mantidas a 35°C. Utilizou-se caldo
enzimatico bruto com atividade de 30 U.mL™" de lacases produzido por P. sajor-caju PS-2001
em processo submerso. Foram avaliados os efeitos da adi¢do de trés mediadores redox nos
processos de descoloragao (ABTS, HBT e SYR), sendo que os controles foram preparados na
auséncia de mediadores, apenas contendo caldo enzimatico e solugdo de corante.

Na Tabela 1, sdo apresentados os percentuais maximos de descoloracdo para os corantes
da classe antraquinona na presenca dos diferentes mediadores testados, assim como seu
respectivo tempo e teste controle, preparado na auséncia de mediadores. E possivel observar
que, para o mediador ABTS, somente Reactive Blue 220 atingiu percentual de descoloragao
superior ao controle (cerca de 36%) e Remazol Brilliant Blue R ndo mostrou descoloragdo na
presenga desse composto, diferentemente do que foi observado no seu respectivo teste
controle. Para o mediador HBT, apenas o corante Acid Blue 80 atingiu niveis percentuais de
descoloracdo inferiores ao controle; os outros trés corantes dessa classe (Acid Green 28,
Reactive Blue 220 ¢ Remazol Brilliant Blue R) mostraram valores superiores ao controle,
todos acima de 35%. Os resultados obtidos com o mediador SYR foram positivos apenas para
Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R, também com niveis percentuais superiores a
35% de descoloragao.

Tabela 1 — Percentual m&ximo de descoloracéo de corantes da classe antraquinona
apos reacao de até 168 horas em misturas aquosas contendo diferentes
mediadores redox sem controle de pH em temperatura de 35°C

Mediador Controle ABTS HBT SYR
Percentual de descoloracgado % th| % th)| % th)| % t(h)
Acid Blue 80 46,8 72 | 31,0 96 |387 24 |312 24
Acid Green 28 29,2 24 | 247 24 |464 24 | 263 24
Reactive Blue 220 31,7 72 |359 96 |482 24 |353 24
Remazol Brilliant Blue R 215 24 | ND -- | 365 168 | 37,0 96

ND - Descoloragdo ndo observada.

Os dados apresentados na Tabela 2 se referem aos percentuais maximos de
descoloragdao observados para os corantes da classe azo. Verifica-se que, para as misturas
aquosas contendo ABTS, os resultados foram superiores ao controle apenas para seis dos dez
corantes avaliados, destacando-se Disperse Red 324 e Congo Red, que atingiram niveis de
30% e 22% de descoloracao, respectivamente. Para o mediador HBT, oito corantes mostraram
resultados positivos, evidenciando-se maior diferenga com relagdo ao controle para Acid Red
315, Disperse Orange 30 e Reactive Yellow 15. Nas misturas reacionais contendo SYR,
semelhantemente ao que foi observado com HBT, oito corantes também mostraram
descoloragdo superior ao controle, destacando-se Congo Red, Disperse Orange 30, Levafix
Brilliant Red E-4BA e Reactive Red 198, com percentuais superiores a 30%.
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Tabela 2 — Percentual maximo de descoloracéo de corantes da classe azo
apos reacdo de até 168 horas em misturas aquosas contendo diferentes
mediadores redox sem controle de pH em temperatura de 35°C

Mediador Controle ABTS HBT SYR
Percentual de descoloragdo % th)| % th| % th)| % t(h)
Acid Red 315 397 72 131 24 |268 24 |196 48
Congo Red 948 72 | 224 96 | 20,0 168 | 30,7 96
Disperse Blue 79 147 24 | 718 24 | 365 24 |249 24
Disperse Orange 30 555 48 | 145 24 | 296 168 | 330 24
Disperse Red 324 138 24 | 304 168 [ 285 24 |16,7 24
Levafix Brilliant Red E-4BA 209 72 | 546 24 | 315 48 |375 24
Levafix Golden Yellow E-G 219 72 [ 222 96 | 200 24 |172 24
Orange G 383 72 |270 9% | 215 24 |208 24
Reactive Red 198 241 72 | 10,7 24 |302 24 |328 24
Reactive Yellow 15 6,25 72 | 756 24 | 216 24 |8,76 48

Na Tabela 3, verificam-se os resultados obtidos com os corantes da classe
trifenilmetano. Para o mediador ABTS, apenas dois corantes mostraram descoloragdo superior
ao controle (Bromocresol Green e Phenol Red), sendo que os demais apresentaram niveis
inferiores & condi¢do sem mediador; Coomassie Brilliant Blue G-250 n&o foi descolorido na
presenca de ABTS. As misturas aquosas contendo HBT foram eficientes para cinco dos oito
corantes testados, destacando-se Brilliant Green, com 47% de descoloragdo. Para o mediador
SYR, também, cinco corantes atingiram percentuais superiores ao controle, sendo que
Brilliant Green e Malachite Green mostraram niveis acima de 64% de descoloracao.

Tabela 3 — Percentual maximo de descoloracdo de corantes da classe trifenilmetano
apos reacdo de até 168 horas em misturas aquosas contendo diferentes
mediadores redox sem controle de pH em temperatura de 35°C

Mediador Controle ABTS HBT SYR

Percentual de descoloracdo % th| % th)| % th)| % t(h)
Brilliant Green 42,7 72 | 40,7 72 | 470 168 | 64,8 168
Bromocresol Green 204 72 | 365 168 | 20,3 168 | 218 72
Bromophenol Blue 16,1 72 | 314 72 |16,3 168 | 10,3 96
Coomassie Brilliant Blue G-250 215 72 | ND - | 27,2 168 | 23,7 24
Gentian Violet 236 72 | 159 24 | 275 24 | 268 48
Malachite Green 63,4 72 | 567 48 |605 168 | 645 72
Methyl Violet 266 72 | 136 24 |244 24 | 240 96
Phenol Red 944 72 | 11,2 96 | 18,7 168 | 588 48

ND - Descoloracao ndo observada.
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A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3, para realizar uma avaliacéo
mais precisa da eficiéncia dos diferentes mediadores testados com relagdo ao controle,
construiu-se a Tabela 4, onde sdo apresentados os dados médios do percentual de
descoloracdo para os 22 corantes avaliados, independentemente do grupo cromoforo ao qual
pertencem. Assim, de acordo com os resultados relatados na Tabela 4, sugere-se que 0s
mediadores redox mais eficientes nos processos de descoloragdo foram HBT e SYR, com
percentuais médios de descoloragdo em torno de 31% e 28%, respectivamente. ABTS
mostrou percentual médio inferior ao controle, destacando a baixa eficiéncia de sua aplicacdo
como mediador na descoloracéo de corantes, nas condicdes testadas.

Tabela 4 — Percentuais médios de descoloracdo de corantes das classes antraquinona,
azo e trifenilmetano em misturas aquosas contendo diferentes mediadores redox

Controle ABTS HBT SYR
23,3% 19,5% 30,8% 27,9%

Rodriguez et al. (1999) relatam que lacases sdo as principais enzimas envolvidas em
processos de descoloragdo de corantes. Corroborando essa afirmacdo, Zilly et al. (2002)
mostraram que Pleurotus pulmonarius, que produz apenas lacases, foi capaz de descolorir
corantes das classes azo e trifenilmetano. Yang et al. (2009) estudaram uma linhagem de
Trametes capaz de descolorir varios tipos de corantes sintéticos, incluindo alguns das classes
antraquinona, azo e trifenilmetano; todos foram descoloridos com lacase purificada e na
auséncia de mediadores redox, mas poucos foram completamente removidos.

Grande parte dos estudos sobre a descoloracdo de corantes ndo utilizam mediadores
redox; porém, alguns trabalhos relatam informacgdes importantes sobre a aplicacdo de
mediadores em processos de remocgdo de cor. Schmitt et al. (2012) mostraram que HBT e
SYR proporcionaram aumento na descoloracdo de corantes na presenca de peroxidases, mas 0
mesmo efeito ndo foi observado com lacases, que foram mais eficientes na auséncia de
mediadores. Bibi e Bhatti (2012) observaram que SYR foi um mediador mais efetivo que
ABTS e HBT na descoloragdo do corante Reactive Black 5 utilizando lacase comercial de
Trametes versicolor; outros testes realizados com esse mesmo corante sugerem um grande
potencial do sistema lacase-mediador no tratamento de efluentes contendo azo-corantes
(Wang et al., 2011). Estudos com compostos-modelo diméricos indicam que 0s mecanismos
de oxidacdo por ABTS e HBT sdo diferentes (Bourbonnais et al., 1997), mas a descoloragéo e
a eficiéncia do sistema lacase-mediador também estdo fortemente relacionadas com a
estrutura quimica e a natureza do corante (Mendoza et al., 2011; Schmitt et al., 2012).

Além dos mediadores redox sintéticos, corantes com maior suscetibilidade ao ataque
enzimatico também podem atuar como mediadores em processos de descoloracdo. Estudos
realizados por Zeng et al. (2012) mostraram que alguns corantes azo, resistentes a
descoloracédo, quando misturados com corantes antraquinona, alcangaram niveis significativos
de remocéo de cor. Ainda, Munari et al. (2008) também relataram que os azo-corantes Acid
Red 315, Disperse Blue 79, Disperse Orange 30, Reactive Red 198 e Reactive Yellow 15, que
apresentavam baixa descoloragdo, quando misturados com o corante antraquinona Reactive
Blue 220, alcancaram niveis relevantes de remocao de cor durante o cultivo de P. sajor-caju
PS-2001, sugerindo que este ultimo corante atuou como mediador redox no processo.
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4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo sugerem que lacases sdo enzimas eficientes na descoloragéo
de corantes dos grupos cromdéforos antraquinona, azo e trifenilmetano em misturas aquosas
mantidas a 35°C sem controle de pH. Com relacdo aos mediadores redox avaliados, HBT e
SYR séo mais efetivos na remocdo de cor com relacdo ao ABTS. Assim, conclui-se que o
caldo enzimatico bruto com atividade de lacases produzido por P. sajor-caju PS-2001 em
processo submerso apresenta potencial para oxidagdo de uma ampla variedade de corantes,
com estruturas quimicas diversas, tanto na presenga como na auséncia de mediadores, de
acordo com os resultados observados nos testes controle. Na continuidade dos estudos nessa
linha de pesquisa, estio em andamento testes baseados na utilizacdo de diferentes
concentracdes de ABTS, HBT e SYR, assim como a avaliagdo de alguns corantes como
mediadores redox para a descoloracao de corantes mais resistentes ao ataque enzimatico.
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