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RESUMO

Os residuos florestais que frequentemente sdo despejados no meio ambiente podem ser
reaproveitados para a obtencao de enzimas oxidativas, reduzindo-se assim seu impacto ambiental.
Esses biocatalisadores podem ser empregados na industria para a obtengdo de diversos resultados
como na degradacao de efluentes despejados pela industria té€xtil que sem um cuidado adequado,
prejudicam a vida animal e vegetal. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo produzir
lacase a partir do fungo Aspergillus brasiliensis por meio do aproveitamento do residuo da
hidrodestilacao de folhas e galhos da espécie Aniba canelilla (Lauraceae), para a utilizacdo na
descoloragdo de corantes utilizados na industria téxtil. Para a obten¢ao do residuo, foi realizada a
hidrodestilacao de folhas e galhos de A. canelilla (preciosa), utilizando um aparelho tipo Clevenger.
Na sequéncia, o residuo foi utilizado como substrato para o cultivo do fungo A. brasiliensis para a
obtencdo da lacase. Por meio do extrato enzimatico obtido, realizou-se a descoloragdo de dois
corantes sintéticos, o corante Azul Brilhante e o Indigo Carmim. As variaveis analisadas para a
determinagdo das melhores condi¢des de descoloragdo foram o pH, variando de 4,0 a 6,0; a
temperatura, avaliada entre 30 e 40°C e a variacdo da concentracdo de corante, de 0,5 a 1%. As
maiores porcentagens de descoloragdo foram de 7,0% para o corante Azul Brilhante e de 17,2%
para o Indigo Carmim, obtidas em pH 4,0, temperatura de 40°C e 0,5% de concentracio do corante.
Com este estudo foi possivel aproveitar um residuo lignocelulésico para a obtengdo de lacase
fungica, sendo que o extrato fingico produzido mostrou-se promissor na descoloracdo de corantes
utilizados na industria téxtil, a qual é responsavel por elevados indices de polui¢dao ambiental.

Palavras-chave: enzima oxidativa, fermentagao so6lida, corantes téxteis.



ABSTRACT

The forest residues that are frequently dumped into the environment can be reused to obtain
oxidative enzymes, reducing their environmental impact. These biocatalysts can be used in the
industry to obtain various results such as the degradation of effluents dumped by the textile
industry, which, without adequate care, have damaged animal and plant life. In this sense, the aim
of this study was to produce laccase from the fungus Aspergillus brasiliensis using the
hydrodistillation residue of leaves and branches of the species Aniba canilella (Lauraceae), for the
use in the discoloration of dyes used in the textile industry. To obtain the residue, the
hydrodistillation of leaves and branches of A. canelilla was carried out using a Clevenger apparatus.
Subsequently, the residue was used as substrate for the cultivation of the fungus 4. brasiliensis to
obtain the laccase. By means of the enzymatic extract obtained, the discoloration of two synthetic
dyes was carried out, the Brilliant Blue and Indigo Carmine dye. The variables analyzed for the
determination of the best discoloration conditions were the pH, ranging from 4,0 and 6,0; the
temperature, evaluated between 30 and 40°C; and the variation of dye concentration from 0,5 to
1,0%. The highest percentage of discoloration were 7,0% for Brilliant Blue and 17.2%, for Indigo
Carmine, obtained at pH 4.0, 40°C and 0.5% of dye concentration. With this study it was possible
to use a lignocellulosic residue to obtain fungal laccase, and the fungal extract showed promise in
discoloration of dyes used in the textile industry, which is responsible for high rates of
environmental pollution.

Keywords: oxidative enzymes, solid fermentation, textile dyes.
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1 INTRODUCAO

O uso de residuos florestais como a biomassa lignoceluldsica para a obten¢ao de enzimas ¢é
um método eficiente para se obter esses metabdlitos a um custo mais baixo. (MENEZES e
BARRETO, 2015) Além disso, o uso dessa biomassa como fonte de carbono em bioprocessos em
fase solida reduz o volume de residuos dispostos no meio ambiente. (COUTO e SANROMA, 2006;
FORSTER-CARNEIRO et al., 2013)

Existem diversos residuos florestais que podem ser utilizados em bioprocessos, como no
caso das plantas da familia Lauraceae que sdo amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do planeta. Dentre suas espécies, encontram-se as aromaticas e produtoras de dleos
volateis, como a Aniba rosaeodora (pau rosa) e a Aniba canelilla (casca preciosa), utilizadas na
producdo de perfumes. (MARQUES, 2001)

Para obten¢do dos dleos essenciais, utiliza-se a hidrodestilacio, processo que gera residuos
solidos (folhas, caules, troncos), geralmente descartados diretamente no meio ambiente, ou
reutilizados pela propria induastria, na queima do mesmo, gerando energia. Porém, este residuo
pode ser destinado para outras finalidades, como, adubo agricola ou suplementa¢do em ragdo
animal, ou ainda como substrato em bioprocessos, para o cultivo de micro-organismos e obtencao
de enzimas e outros metabolitos de interesse. (FISCHBORN, 2013)

Entre os diversos ramos da biotecnologia, a produgdo de enzimas merece destaque, uma
vez que sua aplicagdo na industria ¢ diversificada. Existem diversas fontes para a sua obtencao,
como tecidos animais e vegetais, mas a grande variedade e facil obtencdo de bactérias, leveduras e
fungos, em conjunto com as técnicas de cultivo, fazem com que as enzimas obtidas de micro-
organismos se tornem mais viaveis e consequentemente mais utilizadas em processos industriais.
(MONTEIRO e SILVA, 2009)

As enzimas fungicas apresentam grande aplicabilidade industrial. O fungo Aspergillus
brasiliensis pertencente a classe nigri (VARGA et al., 2007) apresenta potencial na obten¢do de
diversas enzimas, uma vez que apresenta estreita semelhanga com o 4. niger, fungo que apresenta
grande eficiéncia na produgdo de diferentes enzimas, inclusive lacase, amplamente utilizado em
processos fermentativos em escala industrial. (ROCHA, 2010)

A lacase ¢ uma polifenoloxidase que pode ser obtida a partir de fungos, plantas e bactérias.

(MCGUIRL ¢ DOOLEY, 1999) E produzida por grande parte dos fungos de decomposigio branca,
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tais como Trametes versicolor, Phlebia radiata, Pycnoporus cinnabarinus, entre outros. (GIL et
al., 2009) Esta enzima catalisa a oxidag¢do de fendis e outros compostos aromaticos, possuindo
ampla aplicacdo na producao de etanol, remediacao de solos e 4guas com contaminantes, bem como
no clareamento e na degradagdo de corantes. (MOREIRA NETO, 2006; SEN et al., 2016)

A industria téxtil ¢ um grande consumidor de agua e produz grandes volumes de efluentes
contaminados. (SEN et al., 2016) O despejo de grandes volumes de efluentes industriais tem
causado preocupacao com o meio ambiente, pois este efluente causa a deterioracao da agua, possui
também elevada coloragdo, prejudicando a vida das plantas aquaticas, impedindo sua fotossintese
e reproducdo, e como consequéncia disso, a diminui¢do de oxigénio na dgua, limitando seu acesso
aos peixes. (ORZECHOWSKI et al., 2018)

A busca por processos com elevada eficiéncia e baixo custo para o tratamento de efluentes
vem crescendo devido a exigéncia, tanto da legislagdo quanto dos consumidores, que buscam
produtos ecologicamente corretos. De forma similar, as empresas procuram melhorar suas politicas
ambientais com o intuito de obterem certificagdes de qualidade. (ODY, FERIS e HAROS, 2014)
Dentre as formas de tratamento para efluentes téxteis se encontram os tratamentos fisicos, quimicos
e biologicos. Os processos oxidativos avancados (POAs) vém sendo investigados e se mostram
promissores. (LIU e LI, 2010) As técnicas de descoloragdo com o uso de micro-organismos
também podem ser utilizadas e bactérias e fungos vém demonstrando resultados positivos quanto
a versatilidade em degradar substancias recalcitrantes. (SEN et al., 2016)

Na busca por métodos alternativos para o tratamento de efluentes, vem crescendo a procura
pelo uso de enzimas microbianas na remog¢ao de poluentes orgénicos, por conta do seu apelo
ecologico. (SILVA e CORREA, 2011) Portanto, o presente trabalho tem por objetivo a produgao
de lacase a partir do fungo Aspergillus brasiliensis, aproveitando o residuo da hidrodestilagdo de
folhas e galhos da espécie Aniba canelilla (Lauraceae), e utilizar o extrato enzimatico na
descoloragdo de corantes. Os objetivos especificos sao:

e Utilizar o residuo da hidrodestilacdo de folhas e galhos de Aniba canelilla como
substrato para o cultivo fingico e consequente obten¢do de um extrato enzimatico
com atividade da lacase;

e Utilizar o extrato enzimatico na descoloracdo de corantes sintéticos utilizados na

industria téxtil, Azul Brilhante ¢ indigo Carmim,;
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e Avaliar a influéncia do pH, temperatura e concentragdo de corante na degradagado

enzimatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CORANTES

Até o século XIX, os corantes eram obtidos por meio de folhas, ramos, frutos ou flores de
diversas plantas e de substincias extraidas de animais. O corante sintético foi descoberto na
Inglaterra em 1856 e, a partir de 1915, com o avango da tecnologia, a Alemanha manteve o
monopolio com respeito & producdo de corantes sintéticos até a Segunda Guerra Mundial.
(GUARATINI e ZANONI, 2000)

Os corantes sintéticos comegaram a ser produzidos no Brasil apds a Primeira Guerra
Mundial. Contudo, a produgdo de corante esta relacionada com o Brasil desde seu descobrimento,
comegando a partir do nome dado ao pais, que esta diretamente ligado a madeira “Pau-Brasil”, que
possui um corante natural na cor vermelha. (GUARATINI e ZANONI, 2000)

Os componentes quimicos principais que constituem o corante se dividem em dois, o grupo
cromoforo, que ¢ responsavel pela cor que absorve a luz solar e o grupo funcional, que permite a
fixagdo da cor nas fibras do tecido. (DURAN, MORALIS e FREIRE, 2000) Existem diversos grupos
cromoforos, mas os mais representativos e largamente utilizados sao os da familia dos azo corantes,
que constituem cerca de 60% do mercado mundial de corantes, sendo amplamente utilizados no
tingimento da fibra téxtil. (VANDEVIVERE, BIANCHI e VERSTRATE, 1998; SEN et al., 2016)

Observa-se na Figura 1 a estrutura quimica de um azo corante.

Figura 1 — Estrutura quimica de um azo corante.

R@w R
oy

Fonte: KUNZ et al. (2002).
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Com respeito a satde humana, dependendo do tempo de exposicdo, ingestdo oral e

sensibilidade das vias respiratorias ou da pele, os corantes sintéticos podem trazer riscos

toxicologicos. (GUARATINI e ZANONI, 2000) Os azo corantes sdo compostos aromaticos e

heterociclicos, que cont€ém o grupo azo (N=N), sdo recalcitrantes e apresentam propriedades

carcinogénicas, (SARATALE et al., 2011) contudo, sdo comumente utilizados nas indistrias de

alimentos, farmacéutica, de papel, cosmética, de couro e téxtil. (SARATALE et al., 2013)

Além dos corantes, diversas substancias sdo utilizadas no processo de tingimento. As

substancias mais utilizadas podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Exemplos de substincias usadas no tingimento pela industria téxtil.

Descricao Composicao Funcio
Cloreto de sodio

Sais Retardante
Sulfato de s6dio

Acido Acético e sulfurico Controle de pH
Hidroxido de sédio

Base ) Controle de pH
Carbonato de sodio

Sequestrantes EDTA Sequestrante

Dispersantes e surfactantes

Agentes oxidantes

Agentes redutores

“Carriers”

Anidnico, catidnico e ndo
anioénico

Peroxido de nitrogénio

Nitrito de sodio

Hidrossulfito de sodio

Organoclorados

Amaciante, dispersante de
corante

Insolubilizante de corante

Remogao de corantes ndo
reagidos

Aumenta a adsor¢do

Fonte: PERES e ABRAHAO (1998).

2.2 CLASSIFICACAO DOS CORANTES TEXTEIS

Os corantes utilizados na industria téxtil podem ser classificados de acordo com sua

estrutura quimica. Eles sdo divididos em reativos, acidos, basicos, dispersos, azoicos, diretos, de

cuba, de enxofre, pré-metalizados, branqueadores, entre outros. (VIEIRA, 2007)
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2.2.1 Corantes Reativos

Esse tipo de corante possui como caracteristica a elevada solubilidade em 4gua e a
capacidade de estabelecer ligagdes covalentes entre o corante e a fibra, onde a ligagdo confere uma
estabilizacdo na coloracdo do tecido tingido quando comparada aos demais corantes onde o
processo de tingimento ocorre através de ligagdes de menor intensidade. Observa-se na Figura 2 a

interacao do corante com a fibra. (KUNZ et al., 2002)

Figura 2 — Interagao de corantes reativos do tipo vinil sulfonato com a fibra téxtil.

|Sitio Croméforo '-SO,CH,CH,OSO,N;
pH=9 -12
temp=30.70°C

Sitio Croméforo |—80,CH==CH,

/Celulose \OH- » B0

Sitio Croméforol —SO,CH,CH,0- celulose Ismo Crol116f0r0|—802CI-ichzOH

Fonte: KUNZ et al. (2002).

Um exemplo de corante reativo ¢ o Azul Brilhante G (Figura 3), de massa molecular 854,04
g/mol, amplamente utilizado na industria téxtil. (WERKA, 2009) Da mesma forma, o corante
derivado Azul Brilhante KN-R vem sendo muito utilizado na industria téxtil e poucas sdo as
informagdes sobre sua degradagdo. (LIU e LI, 2010) J& o corante Azul Brilhante FCF pode ser
encontrado nos mais variados produtos alimenticios consumidos no dia a dia, como por exemplo,
sopas desidratadas, sorvetes, ervilhas enlatadas, bebidas engarrafadas, produtos que sao

aromatizados de framboesa azul, produtos laticinios, doces e bebidas. (OLIVEIRA et al., 2010)



Figura 3 — Estrutura quimica do corante Azul Brilhante KN-R.
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Fonte: WERKA, 2009.

2.2.2 Corantes Diretos

corante Vermelho Congo (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura quimica do corante Vermelho Congo.

Fonte: SILVA et al. (2008).
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Sdo corantes que possuem elevada solubilizacdo em agua com capacidade de tingir as fibras
de celulose (algodao, viscose, etc.), por meio das interagdes de Van der Waals. Possuem mais de
um grupo azo (diazo, triazo, etc.), ou sdo pré-transformados em complexos metéalicos. Esses
corantes tém por vantagem o alto grau de exaustdo no decorrer da aplicacdo, tendo como

consequéncia a diminuicdo do corante nas aguas de rejeito. (VIEIRA, 2007) Um exemplo ¢ o
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2.2.3 Corantes Azoicos

E uma classe de compostos com elevada solubilizagio em 4dgua e que no decorrer do
tingimento, sdo sintetizados sobre a fibra. Para esse processo a fibra é impregnada com um
composto soluvel em agua, chamado de agente de acoplamento, que apresenta elevada afinidade
pela celulose. Quando adicionado um sal de diazonio, ocorre uma reacdo com o agente de
acoplamento ja fixado na fibra, produzindo um corante insoltivel em 4gua. Um exemplo € o corante

Crizoidina (Figura 5), o primeiro corante azoico comercializado. (VIEIRA, 2007)

Figura 5 — Estrutura quimica do corante Crizoidina.
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Fonte: VIEIRA (2007).

2.2.4 Corantes Acidos

O termo 4cido envolve um grupo de corantes anidnicos que possuem uma faixa de 1 a 3
grupos sulfonicos. Possuem elevada solubilizagdo em agua por conta dos grupos substituintes
ionizaveis. Caracterizam-se pela presenga de substancias contendo estrutura quimica baseando-se
em compostos azo, antraquinona, triarilmetano, azina, xanteno, ketonimina, nitro e nitroso, que
demonstram altas faixas de coloracdo e grau de fixacdo. (VIEIRA, 2007) Como exemplo tem-se o

corante Vermelho Acido 74 (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura quimica do corante Vermelho Acido 74.

Fonte: GOMES (2000).
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2.2.5 Corantes a Cuba

Sdo conhecidos também como corantes tina e de reducdo e sdo praticamente insoliiveis em
agua. Para torna-los soluveis, realiza-se a reducdo com ditionito, em solu¢do alcalina. Com a
oxidagao do ar, o corante ¢ regenerado a sua forma inicial na fibra. Sua aplicacdo estd no tingimento
do algodao. Como a produg¢ao de hidrossulfito de s6dio tem causado problemas ao meio ambiente,
o custo operacional para esta classe de corantes tem sido elevada. (VIEIRA, 2007) Como exemplo

tem-se o corante Indigo (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura quimica do corante Indigo.
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Fonte: GOMES (2000).

Um outro exemplo de corante a cuba sdo os chamados corantes indigdides, comumente
usados na industria té€xtil, podendo ser utilizados também no setor industrial de papel, celulose e
alimenticia. Este corante apresenta uma complexa estrutura molecular, o que os torna
quimicamente mais estaveis e sua degradacdo se torna mais dificil. Normalmente usados em
tratamentos de efluentes. (CHAVES, 2008) Dentre os corantes indigdides, se encontra o corante
indigo Carmim (Figura 8), muito usado na industria alimenticia, na obtengio de capsulas como um
pigmento soltvel, utilizado também como corante de contraste para a mucosa colorretal para uma
andlise das lesdes detectadas pela colonoscopia, no entanto, sua principal utilizacdo ocorre nas

industrias téxteis. (LOPES, 2008)

Figura 8 — Estrutura quimica do corante Indigo Carmim.

MNaO 38

Fonte: PAVANELLI (2010).
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2.2.6 Corantes de Enxofre

Esses corantes caracterizam-se pela formagao de compostos macromoleculares com pontes
de polissulfetos. Em principio sua aplicagdo ocorre ap0s a realiza¢do da pré-redu¢do em banho de
ditionito de sodio, que lhe confere a forma solivel, e posteriormente sdo reoxidados
subsequentemente sobre a fibra em contato com o ar. Entretanto, estes corantes usualmente
apresentam residuos toxicos. (VIEIRA, 2007) Na Figura 9 pode-se observar um exemplo para esse

tipo de corante.

Figura 9 — Exemplo da reag@o de corantes contendo grupo tiossulfato com ion sulfeto e

subsequente formacao dos corantes com pontes de dissulfeto.

R-S-8S0;+8% —» R-S87+5-802"
corante
R-S-80;+R-S° —> R-S$-S-R+80%°

Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

2.2.7 Corantes Dispersivos

Esta ¢ uma classe de corantes insoluveis em agua, aplicados em fibra de celulose e em
outras fibras hidrofobicas através de suspensdo. No decorrer do processo de tingimento, o corante
sofre hidrolise e a forma originalmente insoluvel ¢ lentamente precipitada na forma dispersa sobre
o substrato téxtil. Para sua aplicagdo sdo necessarios agentes dispersantes. Esses corantes sdo
utilizados para o tingimento de fibras sintéticas, como de celulose, poliacrilonitrila, nylon e

polyester. (VIEIRA, 2007) Na Figura 10 observa-se a reagdo de hidrdlise do corante de lonamina.

Figura 10 — Solubilizag@o temporaria do corante Vermelho de lonamina KA por hidrdlise.
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Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).
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2.2.8 Corantes Pré-Metalizados

Estes corantes sdo utilizados no tingimento de fibras proteicas e poliamida. Caracterizam-
se pela presenca de um grupo hidroxila na posi¢ao orto em relagdo ao cromo6foro azo, permitindo
que se formem complexos com ions metalicos. Neste tipo de tingimento explora-se a capacidade
de interagdo entre o metal e os grupamentos funcionais portadores de pares de elétrons livres, como
aqueles presentes nas fibras proteicas. A desvantagem ecoldgica deste tipo de corante estd
associada ao elevado contetido de metal nas dguas de rejeito. (GUARATINI e ZANONI, 2000)
Exemplos mais comuns deste grupo sdo os complexos estaveis de cromo:corante (1:1), como pode

ser visto na Figura 11.

Figura 11 — Exemplo de tingimento da 1 com o corante pré-metalizado cromo/corante 1:1

através do grupo amino como ligante e o centro metalico do corante.
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Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

2.2.9 Corantes Branqueadores

As fibras téxteis no estado bruto, por serem compostas primariamente por materiais
organicos, possuem aparéncia amarelada por absorver a luz principalmente na faixa de baixo
comprimento de onda. A diminuicao dessa tonalidade tem sido efetuada na industria ou lavanderia
pela oxidacdo da fibra com alvejantes quimicos, ou utilizando-se os corantes brancos também
chamados branqueadores Opticos ou branqueadores fluorescentes. (VIEIRA, 2007) Estes corantes
apresentam grupos carboxilicos, azometino (-N=CH-) ou etilénicos (-CH=CH-) aliados a sistemas

benzénicos, naftalénicos, pirénicos e anéis aromdticos que proporcionam reflexdo por



24

fluorescéncia na regido de 430 a 440 nm quando excitados por luz ultra-violeta. (GUARATINI e
ZANONI, 2000) Na Figura 12 observa-se um exemplo de corante branqueador.

Figura 12 — Exemplo de corante fluorescente contendo o grupo triazina usado no branqueamento

de algodao, poliamida, 13 e papel.
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Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

2.3 EFLUENTES TEXTEIS

A 4gua residual das industrias téxteis ¢ uma das mais dificeis de serem tratadas e seu
efluente com corantes possui principalmente moléculas organicas complexas soliiveis em agua,
que podem ser toxicas, mutagénicas ou carcinogénicas para diversos microrganismos € animais
aquaticos. (JORENEK e ZAJONCOVA, 2015) Tem-se que em média, 15% da produgdo de
corantes pelo mundo ¢ perdida para o meio ambiente durante a sua sintese, processamento ou
aplicagdo na industria téxtil. Isso se da pela fixagdo incompleta dos corantes no decorrer do
tingimento das fibras. Além disso, a remocao da cor do banho de lavagem ¢ dificil, tornando-se um
problema para a induastria. (KUMARASAMY et al., 2007; SALLES, PELEGRINI e PELEGRINI,
20006)

A polui¢do do meio ambiente por conta da contaminacdo causada por efluentes téxtil é
bastante conhecida. Devido a natureza dos corantes, pode-se detecta-los a olho nu. Essa
caracteristica pode ser extremamente prejudicial ao meio ambiente pois mesmo que fosse realizado
o despejo de uma pequena quantidade de corante em efluentes aquaticos, poderia ser o suficiente
para alterar a coloracdo dos rios o que resultaria em problemas estéticos, além da redugdo ou
inibicdo da fotossintese por plantas aquaticas. (GUARATINI e ZANONI, 2000; ALMEIDA,
ASSALIN e ROSA, 2004)
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A composic¢ao quimica do efluente pode ser variada, podendo possuir alta demanda quimica
de oxigénio (DQO) e apresentar também em sua composicdo a presengca de compostos
recalcitrantes que podem ter relagdo com a toxicidade cronica e aguda. (GUARATINI e ZANONI,
2000; ALMEIDA, ASSALIN e ROSA, 2004) A DQO ¢ utilizada para determinar o grau de
poluicdo em um corpo de dgua residual e determinar o impacto causado por esses efluentes no meio

ambiente. (ZUCCARI, GRANER e LEOPOLDO, 2005)

2.3.1 Biodegradacao de Efluentes Téxteis

Os tratamentos de residuos de corantes se dividem em fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
bioldgicos. Os tratamentos fisicos envolvem os processos de sedimentagdo, filtracdo ou
gradeamento, tratamento térmico, destilacdo, adsor¢do e resfriamento. Os tratamentos quimicos
envolvem a neutralizacdo, a troca i6nica, a oxidacao, a reducdo e a catélise. Os tratamentos fisico-
quimicos envolvem a coagulagdo ou floculagdo, a extragdo por solventes, a incineragdo, a osmose
e a eletrodlise. J& os tratamentos bioldgicos envolvem o tratamento aerdbico, o lodo ativado, o filtro
biologico, a digestdo anaerobica e o tratamento com fungos. (VIEIRA, 2007)

Existem diversas preocupagdes com o meio ambiente, mas umas das preocupacdes mais
emergentes estd o ndo tratamento de efluentes que sdo resultantes da industria de corantes e de
processos que envolvam tingimento téxtil tornando o seu descarte em aguas naturais bastante
preocupante. (GUARATINI e ZANONI, 2000)

O cuidado e preocupacdo com a coloracdo da agua tém se mostrado cada vez mais
importante, e por conta disso, tem-se adotado diferentes técnicas para a remogao da coloragao das
aguas causada por rejeitos. O avanco na elaboracdo de métodos para o tratamento de efluentes tem
mostrado que a conscientizagdo e rigidez das regras ambientais estdo sendo aplicadas. Dentre as
técnicas de descoloracdo de efluentes relatadas na literatura, se destacam os processos de adsor¢ao,
precipitagdo, degradagdo quimica, eletroquimica e fotoquimica, biodegradacdo om o uso de micro-
organismos ou enzimas ¢ muitos outros. (GUARATINI e ZANONI, 2000; ALMEIDA, ASSALIN,
e ROSA, 2004; SALLES, PELEGRINI ¢ PELEGRINI, 2006; KUNZ et al., 2002)
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2.4 ENZIMAS

As enzimas s3o proteinas produzidas por todos os organismos vivos, consideradas
catalisadores biologicos, cuja funcdo ¢ acelerar as reagdes quimicas sem altera-las. Dependendo
das condicdes onde estejam inseridas, pode ocorrer sua desnaturagdo, como elevadas temperaturas,
altas variacdes de pH, perdendo sua funcdo. Sdo importantes nos processos bioquimicos, agindo
como séries organizadas, catalisando centenas de reagdes continuas pelas quais as moléculas
nutrientes sdo degradadas. (ELIAS et al., 2018) Esse catalisador natural, atua em diversos setores
da industria, como alimenticia, farmacé€utica, téxtil e de papel e celulose. Podem ser obtidas de
fontes vegetais ou animais, mas a busca por obté-las a partir de fermentac¢des de fontes microbianas
vem crescendo a cada dia por ser possivel a sua obtencdo em maior escala e elevada pureza.
(ARRUDA, 2017)

Além disso, para uma boa producdo de enzima ¢ necessario levar em consideracdo as
condi¢des de cultivo. Woiciechowski (2005) relata que ao produzir enzimas a partir de micro-
organismos, pode-se obter uma atividade melhor, quando utilizamos esses micro-organismo em
suas melhores condi¢cdes de crescimento. As enzimas microbianas podem ser extracelulares
(enzimas eliminadas ao meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das células
microbianas), sendo que a maioria das enzimas empregadas nas industrias sdo enzimas
extracelulares de origem microbiana.

Em diversos processos industriais ¢ comum o uso de enzimas oxidativas para
transformagdes que envolva lignina ou outros compostos aromaticos. Fungos da decomposicao
branca sdo bastante conhecidos pelas habilidades de produzir enzimas extracelulares oxidativas,
como a manganés peroxidase, lignina peroxidase e lacase, que realizam o processo de
despolimerizagao ligninolitica. Esta capacidade permite a sua aplicacdo em uma série de processos
biotecnoldgicos, baseados na degradagdo das estruturas de diversos compostos aromaticos,
(MIELGO et al., 2001) sendo que a presenga de alguns metais pode influenciar a atividade das
enzimas lignoliticas. (JOHANNES e MAJCHERCZYK, 2000)
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2.5 LACASE

A descri¢do da enzima lacase foi realizada em 1883 por Yoshida, mas apenas em 1985 que
Bertrand caracterizou essa enzima como uma oxidase contendo metal. (MAYER e STAPLES,
2002) Pode-se representar a lacase por dois grupos, as que sao extraidas de plantas superiores e as
que sdo obtidas por meio de fungos, sendo possivel encontrd-la em insetos e procariontes. (RIVA,
20006)

A enzima lacase tem atuado sobre diversos doadores de hidrogénio aromatico
(LEONOWICZ et al., 2001) e atuado também em espécies inorganicas como ions Mn*2. (BOLLAG
e LEOWICZ, 1984) Além disso essa enzima consegue desencadear a remocao de um elétron € um
proton de grupos hidroxi-fendlicos ou amino-aromaticos formando seus respectivos radicais livres.
Esta enzima ndo realiza somente a oxidacdo de acidos fendlicos e metoxifendlicos, mas também
os descarboxila e ataca seus grupos metoxila por meio de desmetilagio ou desmetoxilagdo.
(LEONOWICZ et al., 2001) No geral, a atuacdo dessa enzima estd na oxidacdo do substrato por
meio da abstracdo de um elétron de um composto fendlico onde resulta na geracdo de um radical
fenoxila. (MAYER e STAPLES, 2002)

Pode-se determinar a familia a qual uma enzima pertence baseando-se em sua
espectroscopia caracteristica, sequéncia homologa e pela reatividade. A enzima lacase faz parte da
familia de cobre azul. Com respeito a estrutura, essa enzima ¢ uma glicoproteina que possui uma
heterogeneidade adicional por conta do contetido variavel de hidratos de carbono e de cobre. Possui
na faixa de 520-550 aminodacidos, seu peso varia de 60-80 kDa e ¢ constituida de hidratos de
carbono na faixa de 15-10%. (YAROPOLOV et al., 1994)

Dentre os fungos que possuem a capacidade de produzir a enzima lacase, se encontra o
fungo de podriddo branca Trametes versicolor. A estrutura tridimensional da lacase obtida desse
fungo pode ser observada na Figura 13. Encontram-se quatro atomos de cobre presentes na
estrutura das lacases obtidas por meio de fungos, e esses d&tomos sdo distribuidos em trés sitios de
ligacdo distintos, onde podem ser identificados pela densidade eletronica. A coordenagao do cobre
¢ realizada por duas histidinas e uma cisteina, no qual ¢ encontrada em um arranjo triangular plano.

Os ions de cobre possuem elevada importancia no mecanismo catalitico. (THURSTON, 1994)
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Figura 13 - Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor.

Fonte: THURSTON (1994).

2.5.1 Producio de Lacases

Dentre os fatores que podem influenciar a producdo de lacase, destacam-se o pH, a
composicdo do meio, razdo entre carbono/nitrogénio, aeragdo e temperatura de cultivo. Existem
pesquisas que visam aprimorar as técnicas de produgdo dessa enzima, combinando diversos fatores
que possam ter influéncia em sua obten¢do. (IKEHATA, BUCHANAN e SMITH, 2004)

Existem diversos fatores que sem um controle adequado, podem comprometer a producao
da lacase, como o tempo de cultivo, considerado critico, pois varios fungos sintetizam essa enzima
depois de 2 ou 3 dias de crescimento. (IKEHATA, BUCHANAN e SMITH, 2004) Outro fator
critico na producdo desta enzima ¢é a agitagdo do meio, que pode reprimir a produ¢do de lacase,
como observado para o fungo Phlebia radiata, onde a agitagao diminuiu a produ¢do da enzima.
(PAAVOLA e ITAVAARA, 1990) Por outro lado, para o Pycnopurus sanguineus, se obtiveram
os melhores resultados de producdo de lacase com agitagdo do meio. (POINTING e VRIJMOED,
2000)

A quantidade de nitrogénio e carbono no meio de cultivo do fungo também ¢ muito
importante para a obten¢do de lacase, sendo necessario conhecer o tipo de micro-organismo que se

esta trabalhando a fim de se determinar os valores 6timos. (POINTING ¢ VRIJIMOED, 2000)
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Dong e colaboradores (2005) fizeram comparacdes de varios meios de cultura e condigdes
de crescimento de micro-organismos € notaram que a agitagdo e a composicao do meio de cultura
influenciou na expressao génica, apresentando diferentes padrdes de isoenzimas de lacase. Logo,
diferentes isoformas de lacase em diferentes condi¢des de cultivo tém sido descritas para diversos
fungos de podridao branca da madeira, como 7. villosa que apresentou pelo menos trés isoformas
e P. ostreatus quatro isoformas. (LEONOWICZ et al., 2001) Pointing ¢ Vrijmoed (2000) foram
capazes de obter varias isoformas com respeito ao indutor inserido ao meio de cultivo de P.
sanguineus. De modo semelhante, o padrdo de producdo de isoformas por P. pulmonarius foi
diretamente influenciado pela composi¢do do meio, em especifico o carbono e a glicose, assim
como a presenga ou ndo de indutor. (SOUZA, TYCHANOWICZ e SOUZA, 2004)

Pointing e Vrijmoed (2000) e Lomascolo e colaboradores (2002) realizaram a avaliagdo do
efeito do Tween 80 (Polisorbato 80), um tensoativo, e de 2,5-xilidina na produ¢do de lacase por
diferentes linhagens do fungo P. sanguineus, informando que a 2,5-xilidina (Figura 14) ¢ um bom
indutor. O efeito estimulante da 2,5-xilidina foi descrito primeiramente por Fahracus em 1958.
(LEONOWICZ et al., 2001) Observa-se na Figura 14 a estrutura quimica da 2,5-xilidina e na Figura

15 a estrutura quimica do Tween 80.

Figura 14 - Estrutura quimica do 2,5 - xilidina.
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CHs

H3C

Fonte: LEONOWICZ et al. (2001).

Figura 15 - Estrutura quimica do Tween 80 (Polisorbato 80).
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Fonte: LOMASCOLO et al. (2002).
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O Tween 80 ¢ um surfactante solivel ou dispersivel em dgua, é constituido por moléculas
antifilicas (uma parte polar e outra parte apolar). Este tensoativo ¢ comumente utilizado na area de
cosméticos, nas industrias farmacéuticas e alimenticias. (GRIPPA et al., 2010) Para as membranas
bioldgicas, o Tween 80 é considerado pouco toxico e um bom estimulante para a secrecdo de

enzimas lignoliticas. (SOUZA, TYCHANOWICZ e SOUZA, 2004)

2.6 FUNGOS

Os fungos sdo importantes na degradacdo de matéria organica, mas para que a degradagdo
seja executada, ¢ necessario que haja a fase vegetativa ou miceliana. Nas fases vegetativa e
reprodutiva, a formagdo de biomassa depende da produgdo de enzimas extracelulares, que sdo
fundamentais na degradacdo dos componentes dos substratos, principalmente da lignocelulose.
(VELAZQUEZ-CEDENO, MATA e SAVOIE, 2002)

Os fungos filamentosos sdo um grupo de micro-organismos secretores de enzimas que
atuam na degradagdo de biomassa. Sdo organismos eucarioticos e quimioheterotroficos, essenciais
a biodiversidade, visto sua capacidade de proliferagdo em diversos ambientes. Suas condi¢des de
cultivo sdo relativamente faceis de serem controladas, pois crescem onde ha umidade e fonte de
calor e carbono. (TREVISAN, SAID e PIETRO, 2004; SOUSA, 2017; BENASSI ¢ ALMEIDA,
2018)

O uso de fungos filamentosos e seus metabolitos nos processos de biorremediagdo e
tratamento de efluentes vém crescendo, por conta do seu elevado potencial degradativo e
biossortivo (metais pesados e corantes). (CONCEICAO, 2005) Conseguem sobreviver em uma
ampla faixa de pH, variando entre 1,5 e 11, (MINAMI, 2003) sendo os micro-organismos mais
usados para a producdo de enzimas por meio de bioprocessos em fase solida. (AKHTER et al.,
2011)

Dentre os fungos filamentosos existentes, se encontra o Aspergillus brasiliensis (Figura 16)
pertencente a se¢do nigri. Segundo Varga e colaboradores (2007), esta espécie pode ser
diferenciada de outros Aspergillus com base em regides intergénicas transcritas, € nas sequéncias
dos genes de B-tubulina e calmodulina. Apresenta pigmento melaninico (preto) e seus esporos se

dispersam com facilidade no meio ambiente. Estudos com essa espécie referentes a producao
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enzimatica sdo bem mais escassos, quando comparados aos estudos com Aspergillus niger, espécie
amplamente utilizada em fermentacdes industriais. (VARGA et al., 2007)

Dependendo das condigdes de cultivo, esta espécie € capaz de produzir diferentes enzimas
oxidativas, tais como peroxidases e lacases. (FASANELLA, 2008)

Diferentes espécies de Aspergillus sdo capazes de utilizar corantes como substrato,
transformando-os em compostos ndo toxicos ou de baixa toxicidade, devido a producao de enzimas
extracelulares. (EL-RAHIM, EL-ARDY e MOHAMMAD, 2009) O uso de fungos do género
Aspergillus em reatores bioldgicos para mineralizar compostos de dificil degradagdo no tratamento
de aguas residudrias ¢ uma alternativa viavel e promissora, por conta dos bons resultados

apresentados na degradagdo de corantes da industria téxtil. (SILVA et al., 2010)

Figura 16 — Fungo Aspergillus brasiliensis.

Fonte: IKEHATA, BUCHANAN e SMITH (2004).

O uso desses fungos para a produgdo de lacase, por meio de fermentagdo no estado solido,
visando sua aplicag@o na degradacdo de corantes té€xteis pode ser uma alternativa para diminuir a

poluicdo causada pela industria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRO-ORGANISMO

Neste trabalho, foi utilizado o fungo Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, obtido
comercialmente. O micro-organismo foi reativado em meio batata-dgar-dextrose (BDA) e mantido
em incubadora BOD por 7 dias a 28°C. Posteriormente, foi utilizado na fermentacdo em estado

solido (FES) para a producao de lacase.

3.2 INOCULO

Para a producdo do inéculo, preparou-se uma suspensdo de esporos a partir da placa
cultivada com o fungo esporulado, preparando-se uma solucdo salina a 1%. Logo apds a
homogeneizagdo da suspencdo em agitador do tipo vortex, foi realizada a contagem de esporos,
sendo adicionada uma gota da suspensdo em Céamara de Neubauer. O niimero de células foi

padronizado de modo a atingir a concentragio de 1x10% esporos/mL. (MAXIMO et al., 2015)

3.3 MATERIAL VEGETAL

Foram coletados folhas e galhos da espécie Aniba canelilla na Reserva Florestal Adolpho
Ducke do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia — INPA no més de julho de 2018. Este
material passou por uma secagem em estufa a 24°C por 10 dias, em seguida foi triturado em moinho

de facas com tela de 3 mm, para posteriormente ser retirado o 6leo essencial por hidrodestilacao.

3.4 HIDRODESTILACAO E OBTENCAO DO RESIDUO SOLIDO

A hidrodestilacao foi realizada por meio do aparelho do tipo Clevenger, onde 100 g de
residuo solido foram destilados com 1000 g de 4gua destilada na temperatura de 100 °C por trés
horas e 30 minutos para folhas e seis horas para galhos, logo apds os 6leos foram separados do
hidrolato por decantacdo. (CHAAR, 2000) O residuo sélido obtido foi utilizado nos experimentos
de FES.
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3.5 PRODUCAO DA ENZIMA

A producdo de lacase foi realizada por meio de FES, conforme condi¢des utilizadas em
trabalho realizado anteriormente. O substrato solido utilizado foi o residuo da hidrodestilagdao de
folhas e galhos da espécie Aniba canellila, que passou por uma secagem em estufa a 70°C por 24
horas. Em um frasco Erlenmeyer foram adicionados 28 g do residuo solido seco, logo apds, foram
adicionados 100 mL de uma solu¢do contendo 1 g de L-asparagina, 8 g de KH>POy4, 0,01 g de
CuSO0s, 20 g de MgSO4 e 0,05 g de Tween 80. Apos autoclavagem a 1 atm e 121°C durante 20
minutos foi realizada a inoculacdao de 200 pL da suspensdo de esporos. O cultivo foi mantido a
28°C por 14 dias em incubadora tipo BOD para a produgao da lacase. O experimento foi realizado

em triplicata. (MAXIMO et al., 2015)

3.6 EXTRACAO DA ENZIMA

Conforme o trabalho de Barros (2012), apds decorrido o tempo necessario para o
crescimento do fungo, foram adicionados ao meio 80 mL de dgua deionizada autoclavada para
facilitar a extra¢do da enzima. Durante 2 minutos, o meio contendo dgua foi colocado no ultra-som
e por 10 minutos sob agitacdo em incubadora tipo shaker. Em seguida, foi realizada uma filtracao
a vacuo, em funil de Biichner para separar o micélio do meio. Posteriormente, o extrato enzimatico

obtido foi utilizado para dosagem da atividade enzimatica e na descoloragdo dos corantes.

3.7 DOSAGEM DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A dosagem foi realizada pelo método colorimétrico em espectrofotdometro UV/VIS. O
aumento da absorbancia em 530 nm em func¢do da oxidagdo da seringaldazina foi relacionado ao
aumento da atividade de lacase no extrato enzimatico segundo a metodologia descrita por Ride
(1980).

A mistura reativa utilizada na leitura em espectrofotdmetro foi composta por 2200 puL de
tampao fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), 100 mM, pH 6,5 (ajustado com NaOH 1,0 M);

500 pL do extrato enzimatico e 300 pL de solugdo de seringaldazina (0,216 mM em metanol). Para
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o branco da reacdo de oxidagdo foi realizado a substituicdo do extrato enzimatico por agua
destilada.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 pmol de seringaldazina por minuto por mililitro de extrato enzimatico. O
calculo da atividade enzimatica foi realizado utilizando a Equagdo 1, no qual 0,001 representa a
variacdo de absorbancia por minuto por unidade de lacase e 0,5 representa o volume em mL, de

extrato enzimatico utilizado.

U _ (Absszeextrato — Absssobranco)x(df) (1)

mL (0,001)x(0,5)

3.8 DESCOLORACAO DOS CORANTES

Os corantes utilizados foram o Azul Brilhante, cedido pela empresa Wild Amazon Flavors
e o corante Indigo Carmim (VETEC). Para a degradagdo dos corantes foi realizado um estudo das
variaveis pH, temperatura e concentragdo do corante, a partir de um planejamento experimental
fatorial completo 23, conforme a matriz apresentada na Tabela 2.

Realizou-se os experimentos adicionando 5 mL do extrato enzimatico, 100 pL de agua
destilada e 50 puL de corante. A mistura reativa foi colocada em incubadora do tipo shaker durante
180 minutos a 30°C e agitagdo de 150 rpm. Apds a reacdo, realizou-se a leitura da absorbancia da
mistura reacional em espectrofotdmetro a 592 nm para o Azul Brilhante e 410 nm para o Indigo
Carmim. (YAKUP et al., 2017; ALMEIDA et al., 2012)

A concentragdo residual do corante foi calculada a partir da absorbancia medida de acordo
com a Equacdo 2, onde % ¢ a porcentagem de descoloragdo obtida, Ao ¢ a absorbancia inicial e A
¢ a absorbancia final. (KUNAMNENI et al., 2008; SINIRLIOGLU, SINIRLIOGLU ¢ AKBAS,
2013)

(%) = [AOA ]X 100

0

)

A andlise estatistica dos dados experimentais foi realizada com o auxilio do software

Statistica 10.0 com p > 0,1.



Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental 23 para a descoloragdo dos corantes Azul

Brilhante e Indigo Carmim, mediada pelo extrato enzimatico com atividade de lacase.

Experimento Concentragao de Corante (%) pH Temperatura (°C)
1 0,5 (-1) 4,0 (-1) 30 (-1)
2 1,0 (+1) 4,0 (-1) 30 (-1)
3 0,5 (-1) 6,0 (+1) 30 (-1)
4 1,0 (+1) 6,0 (+1) 30 (-1)
5 0,5 (-1) 4,0 (-1) 40 (+1)
6 1,0 (+1) 4,0 (-1) 40 (+1)
7 0,5 (-1) 6,0 (+1) 40 (+1)
8 1,0 (+1) 6,0 (+1) 40 (+1)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 OBTENCAO DE ENZIMA FUNGICA

A Fermentacdo em estado solido (FES) pode definir-se como o meio onde ocorre o
crescimento microbiano sobre uma matriz solida, com a presenga de dgua livre em baixas
quantidades. (PINTO et al., 2006) De acordo com Alves e colaboradores (2002) as condi¢des de
cultivo em meio so6lido sdo mais parecidas com o habitat natural para os fungos filamentosos
tornando mais rapido o seu crescimento e a excre¢do de enzimas, sendo por isso a FES escolhida
para a producdo de lacase no presente estudo.

Para a producgdo de lacase foram utilizadas quantidades fixas de nutrientes: KH>PO4 (80
g/L), L-asparagina (10 g/L), CuSOs (0,1 g/L), MgSO4 (200 g/L) e Tween 80 (0,5 g/L); o material
vegetal: residuo da hidrodestilagio de Aniba canelilla (preciosa); e o fungo: Aspergillus

brasiliensis. Este experimento foi realizado em triplicata, como mostra a Figura 17.

Figura 17 — Fermentagdo sé6lida composta por residuos de Aniba canellila.

A partir da extragdo da enzima, determinou-se a atividade enzimética do experimento
realizado em triplicata, onde o mesmo apresentou uma atividade média de 440,88 U/mL. Em estudo

realizado anteriormente (MAXIMO et al., 2015), foram definidas as condi¢des de cultivo utilizadas
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no presente estudo, sendo observada uma atividade de lacase méxima de 553 U/mL. No presente
estudo, contudo, ndo foi possivel alcancar a mesma produgado de lacase que a obtida anteriormente,
e isso provavelmente se deve ao fato de que os residuos de 4. canelilla produzem substancias
conhecidas como 2-nitrofeniletano, linalol e cotoina, as quais possuem um efeito antifingico para
alguns fungos e estdo presentes no oleo essencial da mesma. (GOTTLIEB e MORS, 1958;
ARAUIJO et al., 1971) Se considerarmos que a hidrodestilagdo por arraste de vapor ndo extraia
100% do o6leo essencial, ¢ possivel que as substincias consideradas antifiingicas estivessem
presentes no residuo utilizado no experimento de fermentacao sélida, o que pode ter ocasionado a
dificuldade de adaptacdo do fungo A. brasiliensis na produgao da enzima.

Melo e colaboradores (2015), realizaram um estudo para verificar a capacidade do fungo
Aspergillus sp para a producdo da enzima lacase, utilizaram trés diferentes meios de cultura,
variando as fontes de nitrogénio e carbono, durante 120 horas, 150 rpm e 28°C. Ao final do
experimento, obtiveram 300 U/mL de atividade enzimatica nas melhores condi¢des de cultivo em
meio contendo glicose, KH2PO4, ZnSO4, K;HPO4, FeSO4, MnSO4 e MgSO4, 0 que demonstra que

os fungos desse género sdo bons produtores de enzimas oxidativas.

4.2 DESCOLORACAO DOS CORANTES UTILIZANDO O EXTRATO ENZIMATICO

Para verificar o efeito das variaveis pH, temperatura e porcentagem de concentracdo de
corante na degradacio do Azul Brilhante e do Indigo Carmim, foram realizados 8 experimentos
em duplicata para cada corante, conforme a matriz do planejamento experimental (Tabela 2).

Os resultados obtidos para a descoloracio dos corantes Azul Brilhante e Indigo Carmim
estdo apresentados na Tabela 3 e na Tabela 4, respectivamente.

De acordo com a Tabela 3, o ensaio de ntimero 5 foi o que apresentou a maior porcentagem
de descoloragdo, de 7,0%, com temperatura de 40°C, pH 4,0 e 0,5% de concentragdo de corante,

enquanto no ensaio de numero 8 ndo houve descoloracao.
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Tabela 3 — Descoloracdo do corante Azul Brilhante mediada por extrato enzimatico, a partir do

planejamento experimental 2°.

) Corante o Absorbancia  Absorbancia  Descoloragdo

Ensaio = o/ pH TCO) inicial* final* (%) ’
1 -1 -1 -1 0,429+0,01 0,418 +0,003 2,6
2 1 -1 -1 0,705+ 0,01 0,675+ 0,02 4,3
3 -1 1 -1 0,269 £ 0,001 0,262 + 0,003 2,6
4 1 1 -1 0,393 +0,01 0,391 +0,01 0,5
5 -1 -1 1 0,445+ 0,03 0,414+0,03 7,0
6 1 -1 1 0,707+ 0,01 0,69+ 0,003 2,4
7 -1 1 1 0,267 +0,01 0,261 +0,01 2,3
8 1 1 1 0,396 + 0,01 0,396 +0,01 0

*Valores médios da duplicata + desvio padrao

Tabela 4 — Descoloragdo do corante Indigo Carmim mediado por extrato enzimatico, a partir do

planejamento experimental 2°.

. Corante o Absorbancia Absorbancia Descoloragao
Ensaio o/ pPH  TCO  hicial » final * (%) ’
1 -1 -1 -1 0,759 + 0,03 0,744 + 0,04 2,0
2 1 -1 -1 0,975+ 0,07 0,963 + 0,07 1,2
3 -1 1 -1 1,041 0,01 1,035 £ 0,004 0,6
4 1 1 -1 1,062 + 0,05 1,014 £ 0,04 4,5
5 -1 -1 1 0,906 + 0,01 0,75 + 0,01 17,2
6 1 -1 1 0,984 + 0,02 0,909 + 0,07 7,6
7 -1 1 1 1,023 + 0,004 1,02 + 0,01 0,3
8 1 1 1 1,221 £ 0,15 1,338 +£ 0,44 -9,6

*Valores médios da duplicata + desvio padrao

Pode-se observar na Tabela 4, que o ensaio de nimero 5 foi o que apresentou a maior
porcentagem de descoloragdo, de 17,2%, com temperatura de 40°C, pH 4,0 ¢ 0,5% de concentragdo
de corante, enquanto no ensaio 8 ndo ocorreu degradacdo do corante. Verifica-se que as mesmas
condi¢des experimentais favoreceram a descoloracdo dos dois corantes avaliados.

Para os dois corantes, a remog¢ao de cor ndo mostrou-se efetiva em pH 6,0. O melhor valor
de pH para a descoloragao de ambos os corantes foi 0 4,0 pois nessa condi¢do obteve-se a maior
eficiéncia de remocgdo de cor no tempo de reagdo fixado. Zeng e colaboradores (2011), realizaram
a degradagdo do Azul Brilhante de Remazol, do Acido Azul 129 e do Preto Reativo 5 utilizando a

enzima lacase para os testes de descolora¢do. Os maiores valores obtidos pelos autores foram
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observados em pH que variaram de 4,0 a 5,0, o que coincide com os resultados obtidos no presente
trabalho.

Zhao e colaboradores (2011) avaliaram a descoloragdo dos corantes Alizarina Vermelha e
indigo Azul, utilizando a enzima lacase, em pH 3,5 e temperatura de 40°C. Os autores observaram
que ao utilizarem a enzima lacase na descoloracdo dos corantes, foi obtido 12% de descoloracao
do corante Indigo Azul e de 8% do corante Alizarina Vermelha, valores estes que se aproximam
dos obtidos na descoloragdo do Azul Brilhante e indigo Carmim no presente estudo.

Pode-se observar na Tabela 4 (ensaio 8) que a absorbancia apresentou um aumento no seu
valor ap6s decorrido o tempo definido para a descoloragdo, o que ndo era esperado. De acordo com
Pearce, Lloyd e Guthrie (2003), esse aumento pode ter sido decorrente do fendmeno da biossor¢ao,
onde a principio uma parte do corante ¢ adsorvido pela biomassa. A biossor¢ao ¢ com frequéncia
a primeira etapa da biodegradagdo do corante.

Comparando os resultados obtidos para ambos os corantes, 0 que apresentou um maior
percentual de remogio considerando o mesmo tempo de tratamento, foi o corante Indigo Carmim.
Isso demonstra que provavelmente a enzima lacase possui uma maior afinidade pelo Indigo
Carmim, que pelo Azul Brilhante.

Para ambos os corantes a temperatura mais elevada (40°C), favoreceu uma maior
porcentagem de remocao dos corantes. Um estudo realizado por Carneiro e colaboradores (2011),
demonstrou que a temperatura considerada dtima para a atuagdo da enzima lacase ¢ de 50°C. Esse
dado reforca o motivo do experimento apresentar um resultado melhor em 40°C que em 30°C.

A partir da andlise estatistica, foram obtidos os valores dos efeitos de cada parametro
estudado (temperatura, pH e concentragdo de corante) sobre a descoloracdo dos corantes. O
Diagrama de Pareto apresenta de forma rapida e clara os efeitos que sdo estatisticamente
significativos. O resultado do planejamento experimental 2° para a porcentagem de descoloragdo
do corante Azul Brilhante pode ser observado no Diagrama de Pareto (p < 0,1) apresentado na

Figura 18.
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Figura 18 — Diagrama de Pareto apresentando a influéncia das variaveis do planejamento

experimental 23 para a descolorag¢do do corante Azul Brilhante.

(1)AZUL BRILHANTE (%) -2,61712
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De acordo com a Figura 18, para a descoloracio do Azul Brilhante, os efeitos pH,
concentragdo de corante e a interacdo entre o pH e temperatura influenciaram significativamente
na descoloragdo do corante. O efeito do pH foi negativo, ou seja, baixos valores de pH aumentaram
a descolorag@o. O mesmo tipo de efeito pode ser observado para a diminui¢ao da concentragdo de
corante. O efeito da interacdo entre o pH e a temperatura foi negativo, isso significa que quando
valores desses dois fatores sao aumentados simultaneamente no meio de tratamento, a porcentagem
de descoloracao diminui.

Na execu¢do do planejamento experimental 23, que prop0Os realizar uma triagem das
variaveis estatisticamente significativas para a descoloracdo do corante Azul Brilhante, foi possivel
avaliar graficamente o efeito das varidveis sobre a descoloragdo por meio da andlise das superficies
de reposta. Para uma melhor anélise dos fatores que influenciaram na descolorac¢ao do corante Azul
Brilhante, foram obtidos os graficos das superficies de resposta em fun¢do do pH e da concentragio
de corante (Figura 19), temperatura e concentragdo de corante (Figura 20), temperatura e pH

(Figura 21).
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Figura 19 - Superficie de resposta da descoloragdo do corante Azul Brilhante em fun¢do do pH e

da concentragao de corante.
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Observando-se o grafico de superficie de resposta na Figura 19 para o corante azul
brilhante, ¢ possivel verificar que para que haja uma maior degradacdo da cor do corante, ¢
necessario utilizar os valores de pH e concentragdo de corante em valores mais baixos.

Analisando o grafico da superficie de resposta (Figura 20) para o Azul Brilhante ¢ possivel
observar que para que ocorra uma maior degradacdo do corante, ¢ necessario que haja uma
temperatura mais elevada, e concentragdo de corante ndo interfere na degradacao.

Observando-se a superficie de resposta em fungdo da temperatura e pH (Figura 21), pode-
se verificar que para que ocorra uma elevada degradagdo, € necessario aumentar a temperatura e
diminuir o pH. Ao compararmos a correlagdo de temperatura e pH no grafico presente na Figura

20, verifica-se que a variagdo na temperatura nao promove alteragdo significativa na descoloragao.



Figura 20 - Superficie de resposta da descoloragdo do corante Azul Brilhante em fun¢do da

temperatura e concentracdo de corante.
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Figura 21 - Superficie de resposta da descoloragdo do corante Azul Brilhante em fun¢do da

temperatura e do pH.
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Para o corante indigo Carmim, seguiu-se os mesmos procedimentos de analise estatistica
realizada para o corante Azul Brilhante. A partir da analise, foram obtidos os valores dos efeitos
de cada parametro estudado (temperatura, pH e concentragdo de corante) sobre a descoloracao do
ndigo Carmim. Obteve-se 0 Diagrama de Pareto (p<0,1) para a anélise dos fatores estatisticamente
importantes na obten¢cdo de uma boa degradacdo do corante. O resultado do planejamento
experimental 2° para a porcentagem de descoloracio do corante indigo Carmim com 90% de
confianga para a descoloragdo, como mostra a Figura 22.

Analisando o Diagrama de Pareto (Figura 22) para a descoloragio do corante Indigo
Carmim, pode-se afirmar que somente o pH e a interag¢do entre pH e temperatura influenciaram de
forma estatisticamente significativa a descolora¢do do corante, onde valores minimos de pH
favorecem a descoloragdo, bem como a diminui¢do simultinea de pH e temperatura tende a
aumentar a descoloragdo. Os efeitos da temperatura e concentracdo de corante aparecem na
sequéncia do Diagrama, e ndo apresentaram nenhuma significancia estatistica para o nivel de
confianga de 90%. Logo, para o corante indigo Carmim, obteve-se somente a superficie de resposta

em funcdo da temperatura e do pH como se observa na Figura 23.

Figura 22 — Diagrama de Pareto apresentando a influéncia das variaveis do planejamento

experimental 23 para a descolora¢io do corante Indigo Carmim.

2by3

(2)pH

1by3 -1,32742

(1)INDIGO CARMIM (%) -,034673

()T (°C) ,5487871

1by2 13617029




Figura 23 - Superficie de resposta da descoloracio do corante indigo Carmim em fungio da

temperatura e do pH.
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Como mostra a superficie de resposta da Figura 23, para uma maior descoloragdo do corante

Indigo Carmim, ¢ necessario que haja uma maior temperatura e menor pH na realiza¢do do

experimento, sO assim se garantira uma boa descoloragao.
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5 CONCLUSOES

O residuo de preciosa, obtido a partir da hidrodestilagdo de galhos e folhas, mostrou-se
como um substrato interessante para o cultivo do fungo Aspergillus brasiliensis em fermentacao
solida, para producao da enzima lacase. O aproveitamento deste residuo para a obtencdo de um
produto de alto valor agregado, como as enzimas, pode contribuir para a reducdo do impacto
ambiental causado pelo despejo deste material.

Foi possivel utilizar o extrato enzimatico contendo lacase, na degradacao de dois tipos de
corantes utilizados na industria téxtil (Azul Brilhante ¢ Indigo Carmim). As variaveis que se
mostraram estatisticamente significativas para a degradacdo do corante Azul Brilhante foram pH,
concentragdo de corante e interacdo entre a concentragao de corante e a temperatura; para o corante
Indigo Carmim, as variaveis significativas foram pH e interagdo entre o pH e a temperatura. As
melhores condi¢des para a degradagdo de ambos os corantes ¢ pH 4,0, temperatura 40°C e
concentragdo de corante de 0,5%.

A partir dos resultados obtidos para a degradacio dos corantes Azul Brilhante e Indigo
Carmin, verifica-se que a lacase presente no extrato enzimatico produzido pelo fungo Aspergillus
brasiliensis apresenta potencial para ser utilizada na degradacao de corantes utilizados na industria
téxtil. Contudo, mais experimentos devem ser realizados, a fim de se aumentar a percentagem de

descoloragao.
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