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Resumo

Os problemas ambientais associados & industria téxtil derivam, sobretudo, do uso de
corantes orgédnicos. Um grande mumero destes compostos séc recalcitrantes e
apresenfam caracter carcinogénico e mutagénico. A descoloragiio de corantes téxteis
pode ser levada a cabo por enzimas que sio na natureza produzidas por
microorganismos. As enzimas oxidativas, nomeadamente as lacases provenientes de
fungos de degradagéo branca, tem vindo a despertar particular atengfo mas os estudos
documentados dizem normalmente respeito a extractos brutos de fungos e niio enzimas
puras. Assim, atendendo & diversidade de enzimas produzidas e a especificidade destes
processos, a investigagio neste dominio tem-se confrontado com numerosas
dificuldades, nomeadamente no esclarecimento das reac¢des envolvidas ¢ na defini¢do
dos factores que as influenciam.

Nesta dissertacdo, estudou-se a acgiio da lacase na descoloragdio de corantes téxteis.
Usou-se, para 1580, uma preparagdo comercial, o DeniLite™, usado na industria téxtil
no acabamento de produtos tingidos com indigo, contendo para além da lacase, um
mediador (4cido fenotiazina-10-propidnico) e um surfactante nfio idnico (de origem
indeterminada). Foi ainda avaliada comparativamente a acgio da lacase isolada desta
preparagio por um processo filtragdo por gel. A enzima isolada ainda que apresentando
uma menor estabilidade térmica, comportou-se de maneira semelhante no que se refere

aos perfis de pH ¢ temperatura.

Os corantes antraguindnicos representam uma importante classe de corantes téxteis,
Atendendo &s suas caracteristicas quimicas sdo dificeis de biodegradar. Escolheu-se o
corante Remazol Brilliant Blue R, para representar este grupo de compostos nos estudos
de degradacic com lacase. A formulacio comercial descolorou ¢ corante em contraste
com a lacase isolada que niio revelou qualquer acgdo na remogiio de cor. Esse facto
determinou a necessidade de analisar o efeito do mediador e do detergente nfo idnico
incluido na preparagic comercial neste processo. Para isso, estudou-se
comparativamente o efeito de trés surfactantes ndo idnicos, Triton X-100, Brij 35 e
Tween 20, em concentragdes abaixo das respectivas concentragtes micelares criticas.
Os resultados obtidos comprovam a nfio influéneia destes compostos na descoloragdo

enzimatica do corante.
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Resumo

A adicio do mediador foi determinante para que a descoloragic do corante ocorresse.
Dos mediadores estudados, promazina, acido violirico e N-hidroxibenzotriazole, o
segundo foi o que se apresentou mais eficaz, permitindo a descoloragiio completa do
Remazol Brilliant Blue R ao comprimento de onda de absorgéio méaxima em apenas 20
minutos, cerca de duas vezes mais rapido que com o dobro da concentragio de N-
hidroxibenzotriazole em iguais condi¢les experimentais. A promazina, apesar da
semethanca quimica com o acido fenotiazina-10-propiodnico, ndo mediou o processo de

descoloracdo do corante,

Estudou-se o efeito da estrutura quimica de corantes azo na descoloracio com a lacase.
Para isso sintetizaram-se sete novos corantes disazo, todos eles com um grupo hidroxilo
na posigido para em relacdo a ligagdo azo, variando os substituintes no anel fenélico.
Destes compostos, s& os que eram soliiveis em agua, ou seja, 08 que continham grupos
sulfénicos na molécula, € que sdo substratos da lacase. De entre os corantes soluveis,
aqueles que incluiam grupos dadores de electrGes no anel fendlico, do tipo metoxilo,
eram descolorados pela lacase enquanto gue no corante com substituinte carboxilico foi
necessdria a presenga do acido violdrico para que a descoloragéio ocorresse.

O N-hidroxibenzotriazole ndo apresentou qualquer efeito na catalise enquanto o acido
violrico acelerou as reacgdes de descoloragio destes corantes.

Os resultados deste estudo levou-nos a propor um mecanismo de biotransformagio de

corantes disazo com a formag8o de um corante mono azo ¢ benzoguinona.

A consciéncia da necessidade de explorar o efeito sinergético de varias enzimas para se
obter a mineralizagio de corantes ou outros compostos resultantes da degradagiio destes,
escotheram-se duas oxidases, a ghicose-1-oxidase e a glucose-2-oxidase e analisou-se o
seu efeito na catdlise de diferentes compostos quinénicos.

Foi interessante notar que as duas oxidases foram capazes de reduzir as quinonas ainda
que a glucose-2-oxidase , tipicamente encontrada nos fungos de degradagiio branca,
tenha sido mais eficaz. Os resultados foram discutidos no contexto da degradacfio
oxido-redutora de corantes complexos poliaromaticos.
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Resumo

O conjunto de resuitados sugere que a natureza robusta da lacase e a sua disponibilidade
podem tornar possiveis aplicagfes em escala alargada na descoloragio de 4guas

residuais téxteis.

Aplica;:&o de sistemas enzimdticos a degradacdo de corantes téxteis v



Abstract

The deleterious environmental impact of the textile industry is largely due to the use of
organic dyes. The vast majority of these dyes are recalcitrant and have the potential to
form carcinogenic and mutagenic compounds. The decolorization of textile dyes can be
catalysed by enzymes produced from microorganisms. Oxidative enzymes, namely
laccases from white-rot fungi have been the subject of much work but the main thrust of
this work has been done using crude fungal extracts, and much less has been done using
purified laccases. Therefore, taking into consideration the diversity of enzymes
produced and the specificity of such processes, research in this area has had to deal with
numerous varigbles that include understanding the reactions involved and the factors
that influence these reactions.

In this dissertation, the effect of laccase on the decolorization of textile dyes was
studied. To this effect, a commercial formulation called DeniLite™ used in the textile
industry finishing process for indigo-stained cloths, which contained laccase, a mediator
and a non-ionic surfactant, were employed. Gel filtration chromatography of the
preparation made it possible to study the effect of the laccase alone. The purified
laccase showed slightly lower thermal stability than the commercial laccase preparation.
The pH and temperature profiles of the two preparations were similar.

Anthraquinone dyes represent an important class of textile dyes. However, their
chemical properties make them difficult to degrade. Remazol Briiliant Blue R was
selected as a representative of this ‘class of dyes in studies on biodegradation with
laccase. The commercial laccase formulation decolorized this dye whereas its laccase
alone did not do so. This prompted the need to study the effect of mediators and of non-
ionic detergents that were present in the commercial formulation. The effect of three
non-ionic surfactants, Trition X-100, Brij 35 and Tween 20 were studied at
concentrations below their critical micelle concentrations. The results indicated that
these did not play a role in the decolorization process. On the other hand, the addition of
mediator was found to be critical for decolorization to occur. Among the potential
mediators studied, namely, promazine, violuric acid and N-hydroxybenzotriazole, the

second was found to be the most effective, Using violuric acid, complete decolorization
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Abstract

was obtained after about 20 min, determined at the absorption maxima of the dye.
Promazine, although chemically similar to phenothazine-10-propionic acid present in

the commercial formulation, was not a suitable mediator for the decolorization process.

The relationship between the chemical structures of several disazo dyes and their
biodegradability by laccase was studied. To perform this study, seven novel disazo dyes
were synthesized. Each had a hydroxyl group in the para position in relation to the azo
bond, whereas other substituents on the phenolic ring varied. Among these compounds,
only the four water soluble compounds, which had a sulfonic group, were suitable
substrates for laccase. Those which had electron donating groups in the phenolic
moiety, such as methoxy groups, were readily decolorized by laccase. The dye with a
carboxylic substituent required the presence of the mediator violuric acid in order for
decolorization to oceur,

N-hydroxybenzotriazole did not affect the laccase-catalyzed reaction, whereas in
general violuric acid increased the velocity of the laccase-mediated decolorization of the
dyes.

The need to study the synergistic effect of various enzymes in order to obtain dye
mineralization led to the study of two oxidases, namely, glucose 1-oxidase and glucose
2-oxidase. A study was carried out using model quinones of different chemical
composition. Interestingly, both of the oxidases were able to reduce the quinones,
although glucose 2-oxidase, typically found in white-rot fungi, was more effective.
These results are discussed within the context of the oxido-reductive degradation of
complex polyaromatic dyes.

Taken together, the results suggest that the robust nature of the laccase and its ready
availability might make it suitable for larger scale applications in the decolorization of
industrial textile wastewater.
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Simbolos e Abreviaturas

IX]- Concentragiio da espécie X

1/ - Afinidade da enzima para o substrato

A~ Constante

ABTS - Acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-sulfonico)
AOX - Compostos Organohalogenados Adsorviveis
AV- Acido Violirico

BZT - Benzotriazole

CBOs - Caréncia Bioquimica de Oxigénio (lida apos 5 dias)
CDH - Celobiose desidrogenase

CBQ- Celobiose: quinona 1-oxidoredutase

Cl- Colour Index

CLF - Formulagdo comercial com lacase

CMC - Concentragdo Micelar Critica

CPZ - Cloropromazina

CQO - Caréncia Quimica de Oxigénio

Ca- Carbono na posigdo o

DMF - Dimetilformamida

DMQ - Dimetoxiquinona (2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona)
DMSO Dimetilsulfoxido

DNA - Acido Desoxirribonucleico

PPIP - Sal de sddio do 2,6-dicloroindofenol

DTBB - 3,5-di-tert-butil-o-benzoquinona

E- Enzima

Eyn- Potencial eléctrico de meia onda

Ea- Energia de activagio

EC . “ Enzyme Classification”

EPR - “Electron Paramagnetic Resonance”

E-S - Complexo enzima-substrato

Et- Enzima total

G110 - Glucose-1-oxidase

G20 - Piranose oxidase ou glucose-2-oxidase
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Simbolos e Abreviaturas

HBT- N- hidroxibenzotriazole

HINNS - Acido 2-nitroso~1-naftol-4-sulfonico

HRP- “Horseradish™ Peroxidase (Horseradish significa Rabano silvestre)
I Inibidor

v~ Infravermelho

K- Constante de equilibrio

Km- Constante de Michaelis-Menten

LiP- Lenhina Peroxidase

LMS - “Lacase Mediator System”

MnP - Manganés Peroxidase

MQ - Metoxiquinona (2-metoxi-1,4-benzoquinona)
Mw- Massa molecular em peso

NHE - Eléctrodo Normal de Hidrogenio

NNDS - Acido 1-nitroso-2-naftol-3,6-dissulfénico
NF- Nanofitracio

o- orto

p- para

P- Produto

PAH - Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos
PEG- Polietiienoglicol

pl- Ponto Isoelectico

PZ - Promazina (10-(3-[dimetilamino]propil)fenotiazina)
Q- Quinona

R~ Constante dos gases perfeitos

RBBR - “Reactive Brilliant Blue R”

RG - Reagente de Gibb's (N,2,6-tricloro-1,4-benzoquinona-imina)
RMN - Ressonincia Magnética Nuclear

RNA - Acido Ribonucleico

RMN - Ressondncia Magnética Nuclear

RO - Osmose Inversa

S- Substrato
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Simbolos e Abreviaturas

PAGE - Electroforese em gel de poliacrilamida
u.m.a ~ Unidade de massa atomica

UF - Ultrafiliraglio

Ul - Unidades Internacionais

U~ Unidade enzimatica

UV/VIS - Ultravioleta-Visivel

Vo - Velocidade inicial da reacgio

VAQO - Veratril alcool oxidase

Vinax = Velocidade maxima de reaccio
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Introdugio

1 Introducdo

O controlo da poluigio da agua ¢ presentemente uma das areas mais investigadas ¢ a

remogio de cor, em particular, tem vindo a ser objecto de atengio crescente.

Nas ualtimas décadas, a descoloragio por meétodos fisico-quimicos tem vindo a ser
desenvolvida, mas a sua adopgdo por parte da indistria téxtil tem sido diminuta quando
comparada com o esforgo de investigaglio feito. Razbes de custo elevado, baixa
eficiéncia e nfo aplicabilidade & imensa variedade de corantes sio responsaveis por este

facto.

Os sistemas biologicos sdo capazes de reduzir a caréncia bioguimica de oxigenio mas
parecem globalmente incapazes de remover a cor. Todavia, t€ém vindo a fazer-se
progressos com o isolamento de certos fungos e com a utilizagfio de culturas mistas de
bactérias capazes de crescer em meios onde usam corantes como fontes de carbono, A
utifizagio de microrganismos termofilicos ou termotolerantes também perspectiva
avangos nesta area de aplicagio (Banat et al., 1996).

O mecanismo de remogio de cor pelos microrganismos envolve processos com
enzimas. Do melhor esclarecimento desses processos depende a possibilidade do uso
prético dessas técnicas.

Os tratamentos enzimaticos enconiram-se em acelerado esfor¢o de investigacio, tendo
vindo a ser propostos por muitos investigadores como alternativa a alguns processos
convencionais de tratamento de efluentes. Isso deve-se a vantagens que apresentam, tais
como selectividade e eficifncia (mesmo em concentragbes baixas) e ao
desenvolvimento a nivel de produgfio de enzimas, traduzido na sua disponibilidade
comercial a mais baixo prego {revisto em Karam & Nicell, 1997).

A utilizagio de mediadores conjuntamente com enzimas veio ampliar a gama de
substractos em que actuam, potenciando, desta forma, a importincia de catalizadores

como a lacase, em processos degradativos.
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Introdugio

1L Objectivos do presente trabalho

O objectivo geral da tese foi estudar o efeito de sistemas enzimaticos na descoloragéo
de corantes t€xteis ou compostos que com eles se relacionassem, fossem eles

percursores ou resultantes da degradagiio de corantes.

A escolha da lacase como uma das enzimas a estudar teve a ver com as potencialidades
apresentadas por esta enzima na oxidagio de um vasto conjunto de compostos orginicos
e inorgénicos. Apesar de estar amplamente distribuida na natureza e ter vindo a ser
estudada desde os anos 70 em diferentes aspectos de aplicabilidade, o que atesta a sua
versatilidade de utilizagdo, mantém uma certa “descricio” em termos de utilizacdo em
processos de biodegradacio de corantes. Longe do protagonismo das peroxidases, como
comprova o facto da primeira lacase comercial ter sido langada apenas 100 anos apos a
sua descoberta, apresenta uma acgfio oxidante complexa e muitas vezes pouco
esclarecida. A descoberta da chamada tecnologia mediadora nos anos 90 (Bourbonnais
& Paice, 1990) veio permitir ampliar ¢ espectro de substratos em que esta enzima actua
e tornar a sua utilizag#o pratica mais promissora.

. Assim, a aplicagfo da lacase na descoloragio de corantes apresentou-se como uma

tarefa aliciante, com a dose necessaria de imprevisibilidade que estimula a investigagfo.

Um dos objectivos da investigacio descrita neste trabalho foi estudar as condigbes de
reacgdo que influenciavam a actividade da lacase e, poder assim, definir os pardmetros
experimentais que permitissem descorar os corantes em maior extensio no menor
intervalo de tempo. Com este proposito, usou-se uma formulagiio composta por lacase,
um mediador e um surfactante néio iénico (Denilite™), disponivel comercialmente.

Pretendeu-se analisar o efeito dos diferentes componentes deste produto enzimatico.
Para isso, purificou-se a enzima ¢ ensaiaram-s¢ conjuntamente com ela diferentes

mediadores redox na descoloragio de um corante antraquindnico tipo (RBBR).
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Introducio

No sentido de avaliar a relacdo entre a descoloragio pela lacase ¢ a estrutura do
composto, sintetizou-se um conjunto de corantes diazo modelo com caracteristicas
estruturais bem definidas. Fez-se variar, controladamente, a estrutura quimica dos
corantes mantendo, no entanto, em comum um grupo hidroxilo em posicio para em
relagiio & ligaglo azo, uma caracteristica estrutural importante do ponto de vista de

ligagdo ao centro activo da lacase.

O estudo da cooperagdo entre enzimas € uma area de interesse crescente, uma vez que
50 entendendo o efeito combinado dos varios catalisadores se pode atingir objectivos
suficientemente abrangentes a nivel de degradacfio de corantes e outros xenobidticos.
Mas, o estudo da sinergia de acgio das vanas enzimas pressupde o estudo da sua acglio
isoladamente em substratos interessantes do ponto de vista de mecanismo degradativo.
Neste dmbito, iniciou-se um estudo com outras enzimas que pudessem, de alguma
forma, estar relacionadas com a descontaminacio de compostos resultantes da
degradagio de corantes téxteis ¢ cujo mecanismo de actua¢®o pudesse interligar-se com
o da lacase, Escolheu-se, para o efeito, a glucose-1-oxidase, uma oxidase comercial de
Aspergillus niger e a glucose-2-oxidase, que foi purificada de Trametes versicolor ¢
analisou-se comparativamente a capacidade redutiva destas enzimas num conjunto de
quinonas, de estrutura quimica conhecida e diversa entre si. Definiram-se também as

‘condicfes reacionats necessarias.
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2 Revisdo bibliogrdfica

2.1. A cor nos efluentes téxteis

A cor é um dos factores de sucesso comercial dos produtos téxteis. Cada vez mais, 0s
consumidores exigem produtos com niveis altos de qualidade. Por consequéncia, estes
produtos terfo que apresentar, entre outras caracteristicas, alta solidez a luz e a lavagem.
Isto implica, para além da necesséna optimizacio de processos, que 0s corantes usados
terdo que ser cada vez mais robustos para resistirem aos varios tratamentos ¢ que serdo

usadas substincias cada vez mais dificeis de degradar.

A cor é o primeiro sintoma de contaminagiio visivel no efluente (Mishra, 1993). A
remogdo de cor dos efluentes téxteis torna-se assim uma prioridade, constituindo um
sério desafio & indastria téxtil ¢ a organismos e empresas dedicadas ao fratamento de

aguas residuais.

Os processos de tingimento ¢ estamparia nunca levam a completa exaustdo dos
corantes © a consequéncia ¢ a descarga do excedente nas aguas residuais (Cooper,
1993). Nos efluentes estio geralmente presentes coranies, em concentragdes que
normalmente variam entre 10 ¢ 50 mgL™'. A CBO:; é tipicamente 200-300 mgL™, para o
que muito contribuem os aditivos usados nos processos de fabrico e a CQO varna entre
500-5000 mgL". Apresentam teores de solidos suspensos da ordem de 50-500 mgL" e
valores de pH entre 4 ¢ 12. A relagio CQO/CBO varia entre 2,5:1,0 a 5,0:1,0 o que
perspectiva problemas de biodegradabilidade (Lajng,l 1991).

Ha mais de 8000 produtos quimicos associados ao processo de tingimento,
referenciados no Colour Index (“Society of Dyers and Colourists”) e cerca de 100 000
corantes disponiveis no mercado (Banat et al, 1996). A esta enorme variedade de
corantes sintéticos aplicada no acabamento téxtil, acresce ainda a imensa diversidade
de estruturas decorrente do uso de diferentes grupos cromoforos (azo, antraquindnicos,

triariimetano e flalocianinas, por exemplo).

Aplicacdo de sistemas enzimdticos & degradagdo de corantes téxteis 6
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Estima-se que 10-20 % dos corantes usados na indastria téxtil sfo descarregados para
os efluentes. Naturalmente que isso depende do tipo de corante, tom pretendido e do
método de aplicagiio usado (Heinfling et al., 1998).
A Tabela 2-1 apresenta para cada classe de corante:

- apercentagem de corante nfo fixado a fibra que sera rejeitado,

- a quantidade rejeitada por Kg de corante usado apos tratamento

- ¢ o volume de agua necessario para atingir o valor admissivel de rejeigdio em

fungdo da quantidade de corante usada,

tendo em consideragio a legislagio em vigor.

Tabela 2-1 — Concentragiio de corante nfio fixado, descarregado e volume de agua
requerido em fungfo da classe de corante

Corante nfio Descarga apdés  Volume de agua

Corantes fixado tratamento requerida °

(%) @Kg") (m’Kg" corante)
Dispersos 5 10 7
Acidos 5 5 3,5
Cationicos 2 3 0,7
Reactivos 30 300 200

*s de corante descarregado por K¢ de corante usado
® calenlado para atingir nivel aceitdvel no efluente (Adaptado de Beckmann et al. 1991)

A maior contribui¢iio em termos percentuais para a descarga nos efluentes deve-se aos
tingimentos por esgotamento com corantes reactivos. Em média, 30% do corante usado
que vat hidrofisar, ndo se liga quimicamente & fibra e vai ser rejeitado (Beckmann et
al.,1991).

A produgio mundial de corantes foi de 800 000 toneladas em 1996 (Heinfling et al,

1998). Sé para tingimento de fibras celulosicas, prevé-se que em 2004 o consumo
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mundial seja de 363 000 toneladas como mostra a Tabela 2-2, que relaciona a classe

com o consumo de corantes para fibras celuldsicas em toneladas para os anos referidos.

Tabela 2-2 - Consumo de corantes estimado para tingimento de fibras celulésicas

Corantes para Fibras Consumo (toneladas)

Celulosicas 1988 1991 2004 *
Sulfurosos 90 000 70 000 70 000
Directos 74 000 60 000 68 000
Cuba 36 000 21 000 22 000
Indigo 12 000 12 000 12 000
Azoicos 28 000 18 000 13 000
Reactivos 60 000 109 000 178 000
Total 300 000 290 000 363 000

*Estimado Segundo dados do Business Research services Lid, {Phiflips, 1996).

A maioria dos corantes que constam no Colour Index pertencem ao grupo dos
compostos azo. Ha pelo menos 3 000 corantes azo diferentes a ser usados
industrialmente (Chung et al, 1993). Estes corantes sfo seguidos, em termos de
predominancia, pelos corantes antraguindnicos, que devido &s suas caracteristicas
estruturais, podem permanecer longos periodos de tempo nas dguas residuais sem se
degradarem (Mishra et al., 1993; Banat et al,, 1996).

Muito se tem investigado acerca de novas possibilidades de remover a cor. A luz do
conhecimento actual, acredita-se que a solugéo para este problema n#o assenta num tipo
de tratamento por si s6 mas na combinacio de varios processos que concorram para a
remogio total destes produtos, levando em consideraglio aspectos econdmicos tdo
importantes como o0s consumos energéticos e custos ambientais, para além da

disponibilidade de tecnologia.
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O respeito pelo ambiente implica, muitas vezes, uma auténtica revolugio industrial,
com modificacdo de processos, alteragio de procedimentos, privilégio de medidas
conducentes a reciclagem e, naturalmente, & procura de novas possibilidades de
tratamento para degradar os poluentes. Os sistemas biotecnolégicos poderdio ter um

contributo imporiante para a resolugio deste probiema,

Em Portugal, nos itimos anos, tem-se assistido a um processo de transformacio do
tecido industrial, com melhoria significativa de todo o aparelho produtivo. As empresas
tomaram consciéncia dos seus pontos fortes e fracos e de que a sua competitividade
passava obrigatoriamente por uma gestdo integrada, dinamizando os factores de
competitividade em todas as areas funcionais, nomeadamente na area ambiental,

A legislagiio portuguesa aplicavel as aguas residuais no sector téxtil em Portugal € a
Portaria Sectorial n.° 432/97 de 25 de Junho, que estabelece os valores limite de emissio
(Tabela 2-3) e o decreto-lei n.° 236/98, de 1 de Agosto.

Tabela 2-3 — Normas de descarga das aguas residuais para o sector dos téxteis,
excluindo o subsector dos lanificios.

Parimetro  Expressio de resultados  Valor maximo admissivel

pH Escala Sorensen 5,5-9.0

CBO; mgL' O, 100

CQo mg L 0, 250

Cor . Néo visivel na dilui¢fio de 1:40

Aplicaciio de sistemas enzimdticos a degradacdo de corantes téxteis 9
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2.1.1. Remocgdo de cor

Uma boa solugiio para resolver o problema das aguas residuais téxteis tem que, em

teoria, pressupor reciclar 0 maximo possivel, tratar o menos possivel ¢ da maneira mais

eficaz possivel. Isto implica a adopgo dos processos produtivos menos poluentes e de

processos de tratamento disponiveis ecologicamente mais eficazes.

Em principio, a descoloragio consegue-se usando um ou vérios dos seguintes sistemas

combinados:

adsorgdo,

filtragdo,
precipitacio,
degradagio quimica,
fotodegradagio,
biodegradagao.

Na Figura 2-1 ¢ apresentado um sistema de tratamento e aguas residuais onde se

exemplifica a combinagio destes processos.

Equaliago Caaguiagio

Nevalizgi Precipitagio

Figura 2-1 - Sistema de tratamento de aguas residuais
(Diogo et al. 1996)
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Teffrey-Goatley (citado em Correia et al., 1994) propuseram uma classificagio de
corantes agrupando-os segundo as suas caracteristicas de solubilidade e carga da
molécula em soluglo, relacionando esses grupos com os processos de remogdo da cor
normalmente utilizados para os efluentes da indistria téxtil (Tabela 2-4).

Tabela 2-4 - Classificagiio de corantes considerando tipo de corante, carga/solubilidade
) ¢ processo a aplicar

Classificagio Corante Carga/solubilidade  Processo
Grupo 1 Disperso Carga negativa Coagulagido
Azoico Coloidal Membrana
Cuba Oxidagio
Sulfuroso
Grupo A Acido Aniénico
Reactivo Solivel
Directo
A mordente Adsorgio
Complexo metalico Troca idnica
Grupo C Basico Catidnico Membrana
Solavel Oxidagio

{Correda et al., 1964)

Os processos quimicos ou fisico-quimicos sdo normalmente caros, produzem residuos
que terio que ser submetidos a tratamento posterior e, muitas vezes, sdc pouco
eficientes ¢ de aplicagio limitada. Ledakowicz et al. (1999), estudaram um processo
integrado de tratamento de &guas residuais téxteis ¢ analisaram a influéncia do pré-
tratamento fisico-quimico, nomeadamente a oxidagio com O,/UV/H,0,., no tratamento
biologico subsequente, tendo concluido que este pré-tratamento podia ser inibidor do
crescimento e desempenho dos microrganismos.

A capacidade do ozono para destruir corantes foi demonstrada nos estudos de

Perkowski e colaboradores (1996), mas nf#o se conseguem apreciaveis redugdes da
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CQO e carbono orgnico total. Mesmo usando doses altas de ozono, ndo hid uma

completa mineralizagdo da matéria orgénica (Ledakowicz et al., 1999),

A adsorgdo com carvido activado fem sido exaustivamente estudada como processo de
remocio de corantes no tratamento de dguas residuais. A avaliagio deste método para as
varias classes de corantes comprovou que a extensio da adsor¢dio depende da estrutura
molecular do composto. Os corantes com grupos nitro, azo ¢ hidroxilo tém adsorglo
preferencial em deterimento dos que contém grupos sulfonicos. Este facto esta
intimamente ligado com as caracteristicas de solubilidade dos corantes, traduzindo-se
normalmente ¢ aumento da solubilidade e polaridade do composto na diminuigio da
adsorgdo. Os corantes soliiveis em dgua como os acidos, basicos, directos, metalizados e
reactivos tém dificuldade em ser adsorvidos devido, sobretudo, & sua natureza polar em
oposi¢o a natureza apolar do carvio. No entanto, os corantes dispersos, de cuba ¢
pigmentos t€m tdo baixa solubilidade que a sua adsorg¢io € demasiado lenta 4
temperatura ambiente.

A escolha do tipo e dosagem de carviio e o controlo de factores como a temperatura, pH
e tempo de contacto sdo determinantes na eficacia destes processos (Reife et al., 1996 ¢
referéncias nele incluidas).

Sendo o elevado custo do adsorvente uma das principais desvantagens da adsorgio com
carvio activado, tém sido investigados muitos materiais, organicos e inorgénicos, como
alternativa mais econdmica. Entre muitos, a zeolite, bentonite, materiais téxteis como a
I& carbonizada, metasilicato de célcio e lamas activadas, constituem alguns exemplos,
Estas ultimas apresentam propriedades de adsor¢3o caracteristicas equivalentes as ao
carviio activado.

Mas, do ponto de vista ambiental, a maior desvantagem deste processo de tratamento
reside no facto dos corantes adsorvidos no serem mineralizados, havendo na realidade
uma transferéncia de poluentes de uma fase liquida para outra sélida, que tera que ser
posteriormente tratada (Kapdan et al | 1999).

Assim, o processo de adsor¢fio ndo ¢ eficiente nem economicamente atraente quando
aplicado sozinho mas pode ser muito Util se combinado com redugdo quimica ou

processos de biodegradagio,
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Os processos com membranas, UF, NF ¢ RO, apresentam-se como solugBes eficazes
para alguns casos de remoglo de cor, mas tém desvantagens considerdveis no que
respeita ao investimento, custo de processo ¢ tempo de vida das membranas. Deles
resulta uma fracgiio, o concentrado, que em si mesma constitui um problema. Estes
processos podem ser de grande valor se forem encarados como parte de um conjunto de
processos concorrentes para a resolugio do problema (Cooper, 1993; Mishra et al,
1993; Woerner et al., 1993).

O tratamento biologico inclui habitualmente processos aerobios que, em relagio a
remoc#o de cor, sdo ineficazes para uma grande variedade de corantes. Estes processos
carecem de ser methorados para resolverem o problema dos corantes reactivos e acidos.
Os corantes azo nfio se degradam por via aerdbia. E possivel degradar estes compostos
por via anaerObia mas desse processo resultam produtos, ainda gue sem cor, mais
toxicos que os compostos de partida. Por redugio da ligagio azo do corante surgem
aminas aroméaticas toxicas (Chung et al, 1993; Wong et al., 1999), Desta forma, em vez
de resolver, apenas se consegue transferir o problema. No entanto, a alternancia de
tratamento aerdbio-anaerébio permite obter bons resultados em algumas sifuagOes
(Willmott et al,, 1998).

Os processos biologicos continuam a ser objecto de interesse, sobretudo devido a sua

relagdo eficiéncia/prego e ao facto de serem “amigos do ambiente”.

Em resumo, ndo hé neste momento um processo adequado para a remogdo de cor das

aguas residuais téxteis (Chen et al, 1999).

2.2 Enzimas na industria téxtil

A biotecnologia pode oferecer melhores formas, processos mais rapidos, mais baratos e

eficientes de produgio industrial. Estudos feitos em 260 pequenas ¢ médias empresas
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téxteis de 4 regides europeias, enquadrados no projecto europeu BEMET H (Walker et

al., 1996), demonstraram que as possibilidades de aplicacdo da biotecnologia a téxtil sdo

vérias, nomeadamente:

- na produgéo e alterag@io de propriedades de fibras téxteis,

- no melthoramento de fibras animais,

- na produgdo de novas fibras biopoliméricas,

- em alternativa a0 uso de determinados quimicos (substituigdo por processos

enzimaticos),

- em processos de acabamento téxtil,

- como novas ferramentas de diagnostico de defeitos e de controlo de qualidade de
produtos,

- na gestdo de residuos.

Mas, apesar de apresentar vantagens em determunados aspectos, a biotecnologia
continua, sobretudo, ligada & investigagdio, sendo a sua adopgdo pelas indastrias

europeias tradicionais muito lenta.

No enquadramento do projecto BEMET foi avaliado o tempo de impacto de alguns

processos téxteis em que intervém enzimas (Tabela 2-5):
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Tabela 2-5 — Intervalo de tempo para o impacto comercial de aplicagtes

biotecnolégicas na indastria téxtil

Processos com Enzimas

Tempo (anos)

Processos Téxteis

Carbonizagiio
Desencolagem

Lavagem e branqueamento
Acabamento

Matérias Primas Novas ¢ Modificadas / Modificacdo

nos Organismos Produtores

Algodio

La

Linho, juta, etc.
Seda

Novas fibras

Biopolimeros

Corantes ¢ Intermediarios

Indigo bacteriano e produtos relacionados
Pigmentos fingicos

Identificaciio e Andlise de fibras

Provas de DNA para anélise de espécies
Marcadores

Protecgdo do Ambiente

Remocdo de cor
Remogio de metais

Novos Usos dos téxteis em biotecnologia

Biosensores
Suportes para imobilizag@o de enzimas

2-5
estabelecido
> 10
0-2

2-5
2-3
2.5
>5

> 10
>10

0-2
0-2

0-2
23

25
>5

De: BMB Status Report Textile (1996), (Walker et al,, 1996)
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A utilizagio de enzimas nos processos téxteis tem vindo a crescer, sobretudo nos
altimos 10 anos (Novo Nordisk, 1998; 1999; Etters et al., 1998). Em 1992, ¢ volume de
enzimas para a téxtil atingia os 11-12% do total de vendas de enzimas industriais. O
maior responsavel por este facto ¢ o uso de celulases no “bio-stoning”™ dos “jeans”
{Pedersen et al., 1996a).

A maior expressio da aplicagiio de enzimas neste sector continua centrada na sua
utilizagdo em processos de desencolagem e acabamento.

As celulases sfo ja uma constante nos processos de acabamento téxteis, como agentes
modificadores de superficie. S80 normalmente usadas misturas de extractos brutos com
varias enzimas. Usam-se cada vez mais na lavagem dos “denim”, conferindo um
aspecto mais suave a0 produto acabado (Tyndal, 1992).

O efeito das celulases em fibras artificiais como o acetatoc ¢ a viscose é diferente.
Permite diminuir a tendéncia de formagio do “pilling” no Lyocell mas ndo parece ter
qualquer efeito nas fibras de acetato (Kumar et al., 1994). Estas enzimas tém ainda
efeito benéfico no rendimento do tingimento, uma vez que aumentam 2 afinidade da

fibra para o corante, sem prejuizo das propriedades de solidez do produto final.

Nos ultimos anos, o bioacabamento tem vindo a ter uma ateng3o especial. Cavaco-Paulo
¢ colaboradores (Cavaco-Paulo et al, 1998, 1998a) caracterizaram a actividade de
celulases de T. reisei e demonstraram a influéncia de factores como a forga idnica, a
temperatura ¢ o pH no processo de acabamento do algodfo.

A combinagio de pectinases e celulases permite obter algoddes com melhor capacidade
de retenc@o de agua (Hartzell et al.,1998). Os tratamentos com celulases e proteases
permitem remover impurezas ¢ melhorar a molhabilidade dos tecidos.

As xilanases e pectinases sdo usadas em processos de amaciamento.

As proteases em tratamentos cuidadosamente controlados sdo usadas no acabamento da
14, Estas enzimas, tém ainda sido propostas como componentes de detergentes e como
agentes bactericidas (Cumming, 1998).

Naturalmente que todos estes processos enzimaticos requerem uma optimizagio das

condigbes de operago por limitag#io dos perfis de actividade das enzimas.
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As lipases permitem remover gorduras e ouiras impurezas que contribuem para a
hidrofobicidade dos artigos de poliéster. Um estudo efectuado com seis lipases
comprovou que cinco delas, em condigles de aplicagio Opfimas, aumentavam mais a
hidrofilidade da fibra que os tratamentos alcalinos classicos. O efeito conseguia-se em
condigdes moderadas de temperatura, em banhos néio tamponados € em poucos minutos
(Hsieh et al., 1998).

As preparacBes comerciais para a desencolagem dos “denim” e outros artigos de
algoddo contém frequentemente alfa-amilase e lipase. E também usada na composigio
de detergentes juntamente com proteases ¢ amilases.

A catalase pode intervir em processos de lavagem, permitindo encurtar o processo e
consequentemente poupar dgua. A redugio da poluigdo € acompanhada de um aumento
da eficiéncia e reprodutibilidade de tingimentos subsequentes (Achwal, 1998). De facto,
o excesso de peroxido de hidrogénio residual do processo de branqueamento pode ser
removido por acgdo de catalases.

A imobilizagio da catalase veio permitir dispor de sistemas mais econdmicos,
aumentando a resisténeia da enzima a flutuagdes de pH e temperatura, além de a

protegerem da acgfio de surfactantes (Schacht et al., 1998).

Mas, para se ter uma nogio da implementaciio das enzimas nos processos a molhado na
industria téxtil, convém analisar a introdugic das varias enzimas comerciais pela Novo
Nordisk, o maior produtor mundial de enzimas:
Primeiro foram introduzidas as amilases,

1952 - Thermozyme

1954 - Aquazym

S#o ambas preparagdes enzimaticas usadas para a desencolagem a baixa temperatura.

1973 - Termamyl. Usada para desencolagem a alta temperatura.
1981 - Proteases para remogio da cola da seda

1986 - Cellusoft . As celulases para o processo de “Bio-Polishing™
1987 - Denimax. As celulases para a abrasio do brim.

1991 - Terminox. As catalases que intervém no processo “Bleach Cleanup”.
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1996 - Denilite™ _ A lacase para branqueamento do “brim” ou para aumentar a
abrasdo.
Estas lacases s6 aparecem 100 anos depois da sua descoberta.

1997 — DemiPrime. Uma combinagio de lipase e amilase para a desencolagem.
As enzimas mais recentes disponiveis foram as pectinases.

1999 — BioPrep. Pectinases para lavagem de algoddo (Novo Nordisk, 1999).

1999 - Dernilite II, uma versio melhorada da primeira formulagdo de lacase,
surge nos Estados Unidos.

2000 - Denilite 11, surge na Europa.

Ha, assim, toda uma variedade de enzimas disponivel no mercado para ser usada nos
processos téxteis. No entanto, em relagdc ao tratamento de efluentes resultantes destes

processos, apenas podemos falar em termos de perspectivas futuras de aplicagio.

2.3. Enzimas no tratamento de efluentes

As enzimas lenhinoliticas, designacio que se deve ao facto de intervirem, directa oy
indirectamente, no processo de degradagio da lenhina, tém sido exaustivamente
estudadas no dominio do papel. Apresentam-se como um conjunto de catalisadores
biologicos capazes de intervir na degradagio de um vasto conjunto de compostos,
assumindo importincia crescente nas mais variadas areas de aplicagiio, nomeadamente
no tratamento de efluentes (Eriksson, 1990).

Muito se tem investigado acerca da capacidade que os fungos de podriddo branca tém
de degradar um conjunto amplo de compostos poluentes toxicos muito estaveis. Sabe-se
que esta capacidade esta directamente relacionada com o facto destes organismos
degradarem a lenhina, Este polimero tridimensional é muito complexo ¢ a sua
estereoquimica torna-c muito resistente ao ataque enzimatico. Além disso, ndo pode ser

absorvido e degradado por enzimas intracelulares. Este conjunto de condigGes, levou a
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que estes fungos desenvolvessem mecanismos nfo especificos de degradacdo que thes

permitem a mineralizacio de compostos poluentes (Barr & Aust, 1994).

A actividade de fenoloxidases extracelulares foi descoberta na década de 30 em fungos
de degradagio branca. De seguida, demonstrou-se que as reacgdes eram catalisadas por
oxido-redutases do tipo das lacases e peroxidases.

A capacidade de oxidar compostos fendlicos tem mesmeo sido utilizada como critério de

identificagdio para fungos de degradagfo branca (Eriksson, 1990).

As enzimas lenhinoliticas fungicas fazem parte do sistema enzimatico extracelular ¢ sfio
normalmente produzidas como resposta a baixas concentragGes de fontes de carbono,
azoto e enxofre, referidas como condigBes lenhinoliticas (Tien & Kirk, 1983; Barr &
Aust, 1994).

O primeiro passo da degradagiio de muitos compostos pelos fungos envolve a formacio
de radicais livres, muito reactivos, que desencadeargo depois reacgdes em cadeia. Esta é
a base da nfio especificidade destes processos.

Outro dado importante destes processos refere-se ao facto destes fungos filamentosos

nem sempre degradarem poluentes para obterem energia (Barr & Aust, 1994).

Do conjunto de enzimas oxidativas que té€m sido referidas como desempenhando um
papel imporiante no tratamento de &guas residuais, salientam-se as peroxidases e as

polifenoloxidases.

2.3.1. Peroxidases e fenoloxidases

As peroxidases sdo Oxido-redutases produzidas por uma grande variedade de
microrganismos ¢ plantas, catalisam uma grande variedade de reacgdes mas requerem a
presenca de perdxido de hidrogénio. Inclui-se neste grupo a “horseradish peroxidase” |

cloroperoxidase, lenhina peroxidase e manganés peroxidase.
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As fenoloxidases também se incluem nas oxidoredutases mas catalisam reacgles de
oxidagfo de compostos fenélicos ndo necessitando de HzO; como co-substrato. Neste
grupo incluem-se as tirosinases e lacases; ambas requerem oxigénio e nfo necessitam de
co-factores (Jolivet et al., 1998, Chevalier et al., 1999).

2.3.1.1. Horseradish Peroxidase (HRP, EC 1.11.1.7)

A HRP ¢ uma das enzimas mais estudadas. Catalisa a oxidagio de varios substratos
onde se incluem compostos aromaticos do tipo fenol, bifenol, anilinas, benzidinas e
compostos heteroarométicos relacionados. Os compostos resultantes sio polimerizados
por via ndo enzimatica podendo vir a ser removidos por sedimentagio e filtragio. Actua
num amplo intervalo de pH e temperatura. O seu mecanismo de actuagio ¢
relativamente bem conhecido ¢ matematicamente modelado (Nicell et al., 1993, Nicell,
1994).

Klibanov e colaboradores (1981) foram os primeiros a propor o HRP para remover mais
de 30 fendis e aminas aromaticas diferentes da agua, com eficiéncias de remogHo para
alguns poluentes, superiores a 99%. O problema neste processo prendia-se com o tempo
de vida, relativamente curto, da enzima, que foi atribuido primeiro & inactivagio da
peroxidase mas que Nakamoto e Machida (1992) vieram a comprovar dever-se &
adsorgio da HRP pelo polimero formado como produto final da reacgfio. Estes
investigadores mostraram que a quantidade de enzima necessaria poderia ser muito
reduzida se juntasse gelatina ou PEG, que inibia a reacgéio entre o polimero fendlico e a
HRP. Resuitados semelhantes foram apresentados por Wu e colaboradores (1993, 1997)
em relagdo ao PEG, tornando este processo de remocfio de fendis muito mais

competitivo.

Os estudos feitos nos dltimos 20 anos no sentido de optimizar a remocio de fendis de
solugBes aquosas catalisada por HRP sdo inimeros, mostrando o interesse suscitado por
este assunto (Klibanov et al,, 1981; Ibrahim et al,, 1997, Gagne & Blase, 1997; Wiese et
al, 1998; Zhang et al., 1998). Houve ainda, um esforgo de investigagio na imobilizagdo
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desta enzima, no sentido de aumentar o seu tempo e vida Gtil e, dessa forma, diminuir o
custo da sua utilizagio (Ferrer et al, 1991; Siddique et al., 1993, Bodzek et al.,1994;
Peralta-Zamora et al. 1998; Horak et al,, 1999).

A utilizagiio desta enzima imobilizada na descoloragfio de efluentes da industria téxtil ¢
do papel foi avaliada por Peralta-Zamora e colaboradores (1998a). Estes investigadores,
estudaram a imobilizagio da HRP em suportes de vérios tipos, nomeadamente silica,
silica modificada, resinas (Amberlite IRA-400, Amberlite CG-400, Amberlite CG-120,
Amberlite IRA-904) e avaliaram a eficiéncia da enzima imobilizada na descoloragio de
efluentes simulados. No caso dos efluentes téxteis, o facto dos suportes exibirem
reactividade quimica e adsorverem as espécies coradas comprometia a aplicagdo destes

sistemas com essa finalidade.

2.3.1.2. Cloroperoxidase (CPO, EC: 1.11.1.10)

Sabe-se que pode oxidar compostos fenodlicos (Pickard et al,, 1991; Casella et al., 1994;
Zhao & Luong, 1996). Intervém em algumas reacgdes de transferéncia como a oxidaglio
do etanol a acetaldeido. As reacgBes catalisadas por esta enzima podem resultar na
formagdo de uma variedade de produtos, alguns mais toxicos que os de partida, que
obstam 2 sua utilizagiio em processos de bio-remediaciio (Aitken et al., 1994).

A estereoquimica da CPO sO muito recentemente foi publicada( Sundaramoortryet al,,
1998)

2.3.1.3. Lenhina Peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14)

Em 1983 dois grupos de investigagio (Glenn & Gold, 1983 e Tien & Kirk, 1983),
relataram a descoberta de uma enzima que degrada a lenhina em culturas de
Phanerochaete chrysosporium. Esta enzima, que primeiro fot referida como lenhinase, ¢
uma glicoproteina que contém ferroporfirina IX (heme) como grupo prostético e requer
perdxido de hidrogénio para a sua actividade catalitica. Estudos posteriores revelaram

que a lenhina peroxidase (LiP) de Phanerochaete chrysosporium apresenta multiplas

Aplicagdo de sistemas enzimdticos a degradacio de corantes téxteis 21



Revisdo bibliogrdfica

formas com ponto isoeléctrico (pI) de 3,2 — 4,7 ¢ massa molecular de 38000 - 43000

UHLE.

Tém sido isoladas diferentes LiP em numerosos fungos {Gold et al, 1993). A sua
estabilidade foi estudada por Aitken & Irvine (1989) que demonstraram ser a enzima
realmente inactivada a pH baixo. A estabilidade era, contudo, methorada pela subida do
pH, aumento da concentragiio e incubagio em presenca de alcool veratrilico. Na
realidade, o alcool veratrilico € um composto com um papel relevante na catalise da
LiP: é um redutor preferencial da enzima, produzido pelo fungo de podriddo branca
apés lenhindlise e aparentemente protege a enzima da inactivagio quando em presenca
de excesso de peroxido de hidrogénio (Duran, 1997).

Aitken e colaboradores (1989) defimram as melhores condigles para remogéo de fendis
com esta enzima: alta concentragdo de enzima, pH igual a 4 e adigio controlada de
H,O,.

A LiP em presenga do peréxido de hidrogénio, tem capacidade de degradar compostos
fenolicos e ndo fendlicos. Degrada anéis aromaticos alcoxilados do tipo da lenhina ¢
também modelos de lenhina assim como clorolenhinas (Duran, 1997). Oxida ainda,
alcoois benzilicos, quebra cadeias aromaticas laterais Ca ~Cp,desmetila e provoca

rearranjos intramoleculares (Gold et al., 1993).

Foram feitos variados estudos de imobilizagio (Cornwell et al, 1999; Fawer et al,
1991; Ferrer et al., 1991, Peralta-Zamora et al., 1998) com resultados muito animadores
em termos de preservagio de estabilidade da enzima mas com perda clara de actividade

em relagdo 4 enzima livre.
2.3.1.4. Manganés Peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13)

A MnP esti presente em Phanerochaete chrysosporium juntamente com a LiP

Recentemente, tem sido objecto de mais atengio ¢ tém aparecido viérios estudos

Aplicacdo de sistemas enzimdticos d degradac@o de corantes téxteis 22



Revisdo bibliogrdfica

relativos a esta enzima (Figueroa-Espinoza et al, 1999, Timofeevski et al., 1999,
Collins et al,, 1999; Banci et al., 1999).

E também uma enzima extracelular, de massa molecular entre 45000 - 47000 u.m.a. e
possut um grupo prostético heme. Catalisa a oxidagdo de fendis monoaromaticos e
corantes aromaticos (Wariishi et al, 1992; Aitken et al, 1994, Ruttimann-Johnson &
Lamar, 1996; Heifling et al., 1998; Ehara et al.; 1998, Hofrichter et al., 1999; Palma et
al.,1998) mas a sua actividade oxidativa depende do perdxido de hidrogénio, de Mn (1)
e da composigio de solugdes tampdo (Aitken & Irvine, 1989). E estabilizada por um o -
acetoacido, como o acido lactico.

O facto do processo requerer altas concentragGes de Mn (HI) tornam a sua aplicacio
dificil (Aitken et al., 1994).

MnP purificada de Lentinula edodes foi imobilizada de modo covalente (Grabski et al,
1995, 1996, 1998).

2.3.1.5. Tirosinase (EC 1.14.18.1)

A tirosinase ¢ conhecida como fenoloxidase ou catecolase e catalisa duas reacgOes
consecutivas: a hidroxilagdo de monofendis a orfo-bifendis com oxigénio molecular ¢ a
desidrogenacfo de orfo-bifendis a orfo-quinonas. As quinonas formadas sdo compostos
instaveis que polimerizam por via ndio enzmaética, formando substancias insoltveis em

agua e que podem ser removidas por filtragiio (Karam ¢ Nicell, 1997).

2.3.1.6. Lacases (EC 1.10.3.2)

As lacases pertencem ao grupo das oxidases que complexfio o cobre e catalisam a
oxidagio de varios compostos, inorginicos e orgnicos, particularmente fenois, com a
concomitante redugfio do oxigénio com formacdo de agua.

Visto que esta enzima € objecto do presente trabalho, serd descrita mais

pormenorizadamente que as anteriormente mencionadas.
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A lacase foi descoberta em 1883 por Yoshida em plantas (Rhus sp) mas s6 foi
denominada lacase cerca de 10 anos mais tarde, em 1894 depois de isolada e purificada
por Bertrand. As lacases fiingicas também foram descobertas durante o século XIX por
Bertrand (1896) e Laborde (1896) (citados em Call & Miicke, 1997), e tém sido
estudadas exaustivamente desde os anos 70 nos seus diferentes aspectos de
aplicabilidade (Yaropolov et al., 1994; Marco & Bacelo, 1996, Guerra et al., 1998,
Gongalves et al, 1998, Bajpai, 1999; Rodriguez et al., 1999, Carvatho et al,1999),
expresso genética (Yaver et al,1999; Karahanian et al; 1998, Jonsson et al. 1995;
1998; Mansur et al; 1997, Ong et al,, 1997), transcri¢do genética (Collins & Dowson,
1997), clonagem (Coll et al, 1993; 1993a; Giardina et al., 1996; Yaver et al., 1996,
D’'Souza et al., 1996, Hatamoto et al,, 1999) e genética molecular (Cullen, 1997).

Da bibliografia consultada salientam-se Thurston, 1994 | Yaropolov et al., 1994 e Xu,

1999, como os trabalhos de revisdo sobre lacase.

i. Detecgdo

A lacase esta amplamente estudada tendo sido detectada em varias espécies de plantas,
bactérias, insectos ¢ em mais de 40 espécies de fungos.

Até ao presente, foi purificada e caracterizada em mais de 20 organismos diferentes, em
14 dos quais foi determinada a sua estrutura priméria. A maioria das lacases tem sido
isolada de fungos de podridio branca embora alguns o tenham sido de plantas
(Eriksson, 1990; Jonsson et al., 1995; Eggert et al.| 1996a; Pérez et al,, 1996; Sengupta
et al. 1997, Mufioz et al,1998; Chefetz et al., 1998; Koroljova-Skorosogat Ko et al,
1998 e 1999; Xu, 1999).

Os estudos referentes & sua fungio fisiologica determinaram a sua acgdo na biossintese
da parede celular das plantas (Dean & Eriksson, 1994; O'Malley et al, 1993), na
degradaciio da lenhina, na patogenicidade dos fungos (Viterbo et al, 1993), na
melanizagdo bacteriana e viruléncia nos humanos relacionada com a alteragio da

melanina,
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#, Caracteristicas moleculares

A maioria das lacases estudadas sdo proteinas extracelulares, ainda que ja tenham sido
detectadas lacases intracelulares em alguns fungos e insectos. Normalmente as lacases

fingicas apresentam o pl entre 3 e 7 enquanto que as lacases de plantas tém pl de 9.

Estas enzimas diferem entre si na sua sequéncia primania de aminoacidos ¢ na sua
funcdo bioldgica; sio semelhantes no que respeita & sua estrutura tridimensional e nas

suas caracteristicas de ligagdes com cobre em 3 diferentes tipos de centros activos.

As massas moleculares da lacase variam dentro de um intervalo bastante amplo.
Segundo Yaropolov e colaboradores (1994), as massas moleculares (Mw) das lacases
variam entre 50000 e 150000 v.m.a. Thurston (1994) assume que variam entre 60000 -
80000 u.m.a., em que 5 - 20% corresponde a hidratos de carbono. Segundo este autor,
foram detectadas massas maiores mas em condigbes experimentais inadequadas ou
referindo-se a dimeros e nfo a macromoléculas individuais. Xu (1999), afirma que em
PAGE nativa, a maioria dos lacases apresentam mobilidades correspondentes a pesos
moleculares (Mw) entre 60000 - 100000 u.m.a., em que 10-50% pode ser atribuido a
glicosilagiio, Os dados disponiveis indicam que a manose € o principal componente
ligado 4 lacase.

A maioria das lacases tém 4 4tomos de cobre por molécula.

iii. Enzimologia

A enzimologia das lacases de Rhus vernificera e Trametes versicolor tém sido estudada
exaustivamente (Morpurgo et al, 1982, 1993). Em contraste com a especificidade
caracteristica das enzimas, a lacase é relativamente especifica. Esta enzima pode
catalisar a oxidaglio de muitas substéncias reduzidas, tanto inorgénicas como orgénicas,
tais como complexos metédlicos, anilinas, tiois e especialmente fendis, com a

concomitante redugfo de oxigénio e a formagio de agua.
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Xu (1999} descreve a catalise da lacase envolvendo a redugio do cobre tipo I pelo
substrato reduzido, a transferéncia interna de electréio do cobre tipo I para o cobre tipo II

e tipo 1H ¢ a redugdo do oxigénio com a formagfio de agua nos centros tipo H e tipo Il

Para substratos fendlicos as lacases catalisam oxidagdes por extracgfio de um electréio

gerando radicais fenoxilos.

2 (Cu*) - lacase + fenol — 2 (Cu'") - lacase + radical fenolato + 2H" 2-D
2 (Cu') - lacase + O, + 2H'—> 2 (Cu**) - lacase + H,0 -2

Os radicais formados rapidamente desencadeiam reacgles nfo cataliticas tais como

acoplamento radical-radical, dismutagZo e desprotonaciio.

Normalmente, o pH 6ptimo para a actividade da lacase depende do tipo de substrato.
Por exemplo, no caso dos fendis, costumam ter actividade 6ptima num intervalo de pH
entre 3 e 7 para as lacases fiingicas ¢ 9 para as de plantas. De qualquer forma, a maioria
das lacases isoladas actua em zonas acidas de pH, com valores optimos normalmente
entre 5-6. Ha estudos que assumem que o centro activo da enzima contém dois grupos
acido-base com valores de pKa proximos de 5,5 Mas, ha ja lacases isoladas capazes de
actuar a pH alcalinos, o que por si s6, aumenta o leque de possibilidades de utilizagio
{Raghukumar et al 1994, Schneider et al., 1999). Muitos trabalhos referem uyma forte
dependéncia entre as constantes cinéticas ¢ o pH (Xu et al., 1998). De facto, o perfil de

pH assume uma extraordinéria relevancia em termos da aplicabilidade destas enzimas.

O segundo substrato da reacglio enzimética é o oxigénio molecular, apresentando
valores de Ky, & volta de 10° M. A Vp, varia para lacases isoladas conforme a sua

proveniéncia, entre 50 - 300 M 5™ (Yaropolov et al., 1994).

A actividade enzimatica ¢ ainda influenciada pela forga idnica e pelas suas propriedades
de oxidagdo-redugfo (Xu et al, 1998, 1997, 1996). Os potenciais redox para algumas

lacases em relagio 230 eléctrodo normal de hidrogénio estdio no intervalo de 0,4 - 0,8 V
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(Xu, 1999). Na realidade, a estrutura e o potencial redox de um composto parece definir
0 que € substrato das enzimas lenhinoliticas. As lenhinases sfc capazes de oxidar
substratos com potenciais elevados, com E,, superior a 1,49V no casodaMnPe 1,12V
para a HRP, enquanto a lacase ndo pode oxidar compostos ndo fendlicos com Eyp
superiores a 1,06 V (Kersten, 1990; Fawer et al., 1991).

Independentemente da fonte da enzima, a lacase pode ser fortemente inibida por muitos
anides tais como a azida (Sugumaran, 1995), tiocianida e fluoreto, que podem interagir
com os centros activos. Sabe-se que a azida se liga aos centros activos 11 e III e impede
a transferéncia electronica interna do electrio. Os agentes complexantes, removem o
cobre ¢ inibem também a actividade da lacase. Outros inibidores incluem iGes metalicos
(ex. Hg?"), acidos gordos, reagentes sulfidrilo, hidroxiglicina e detergentes catidnicos de

amonio quaternario.

iv. Obtengdo e clonagem

As lacases s3o geralmente obtidas por purificagio de extractos de fungos seleccionados.
Certos compostos aromaticos como ¢ acido ferrilico, xilidina, p-anistdina ou
antraquinona podem ser usados como indutores da produgfio desta enzima pelos

MICTOrganismos.

Varias técnicas de purificagiio de proteinas podem ser usadas para as lacases, Os
protocolos de purificagfio tipicos envolvem ultrafiltragBo, troca iénica, filtragio por gel,
interacgfio hidrofobica, outras técnicas electroforéticas e cromatograficas. A
cromatografia por afinidade, que usa um grupo fendlico como ligante, pode aumentar

muito a eficiéncia do processo de purificagio.

Progressos recentes recorrem a técnicas de engenharia genética como alternativa
industrial de produgdo (Kojima et al, 1990). A transcrigio ou expressdo da lacase pode
ser detectada por hibridizagio DNA-RNA ou por ensaios imunoldgicos com anticorpo

anti-lacase,
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A actividade da lacase pode ser determinada com substratos cromogénicos
caracteristicos como a “seringaldazine” (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido azina)
(Harkin & Obst, 1973; Harkin et al, 1974; Ander & Eriksson, 1976, Leonowicz &
Grzywonowicz, 1981) e o ABTS (acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfonico)) (Kersten et al., 1990; Ander & Messner, 1998) enire outros. Este gitimo ¢
apropriado para o “screening” da enzima dado que o produto de oxidaco é soluvel em

agua, estavel e apresenta uma cor verde.

2.3.2. Lacase e mediadores

Mediadores sdo moléculas de baixo peso molecular que estio indirectamente envolvidas
na reacg@o enzimatica. Ao permitirem alargar o espectro de substratos em que a enzima
actua, vieram dar um novo aspecto & acgiio das enzimas em geral e da lacase em
particular (Bourbonnais & Paice, 1990; Majcherczyk et al., 1998).

Os fungos de degradagdo branca segregam um conjunto de compostos juntamente com
as enzimas oxidativas, que se sabem ser os mediadores necessarios & acgdo das enzimas.
Os termos mediador ¢ mediacio dizem respeito, na realidade, a um conjunto de

reacgOes em cascata, complexas € que continuam a ser intensivamente investigadas.

Os mediadores conhecidos s3o substratos da lacase. Nem todos sfo sintéticos, foram
identificados mediadores naturais, nomeadamente no Pycnoporus cinnabarinus (Eggert
et al, 1996). Entre os mediadores naturais conhecidos incluem-se a metionina, a
cisteina e a glutationa reduzida (contém grupos sulfidrilo).

Mas, todos os compostos ditos mediadores, naturais ou de sintese, fazem o transfer dos
electres envolvidos no processo de oxidagio-redugio.

Um mediador quimico da lacase € geralmente um intermediario fortemente oxidavel. Os
mais eficazes que se descobriram até agora sfio compostos heterociclicos de azoto com
grupos N-OH, sendo o N-hidroxibenzotriazole (HBT) um dos primeiros a ser
descoberto (Call & Miick, 1994; Sealey et al., 1998; Wong et al., 1999).
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O potencial de oxidagdo-redugio mais alto descrito para a lacase ¢ de 800 mV, que se
cré néio ser suficiente alto para permitir oxidar substratos nfio fendlicos. No entanto, foi
demonstrado que a lacase pode oxidar substratos com potenciais redox superiores &
propria enzima (Bourbonnais et al,, 1998). O mecanismo pelo qual isto ocorre ¢ ainda
desconhecido, sabe-se, contudo, que a eficiéncia de oxidacio aumenta
proporcionalmente com o potencial redox dos mediadores fendlicos até um valor
maximo de 0,9 V e decresce a partir desse valor (Li et al, 1999).

Ha muito tempo que se sabe que as reacgdes catalisadas pela lacase podem ser
modeladas. Por exemplo, a oxidagdo do 2,4-diclorofeno! pela lacase pode ser prevenida
por adigdo de um bom substrato como o catecol. Pelo contrario, o acido siringico,
aumenta a polimerizagio de substratos clorados (Call & Miicke, 1994).

Um outro exemplo diz respeito & conversio do acido veratrilico, que niio ¢ substrato da
lacase, em veratraldeido na presenga de ABTS (Boubonnais & Paice, 1990). A acgfio
notével da conjugagdo de enzima e mediadores, foi referida na oxidag%o de grupos
metiio em anéis aromaticos (Potthast et al., 1995) e de varios alcoois aromaticos a
aldeidos (Rosenau et al., 1996; Majcherczyk et al., 1999). Foi demonstrado que outros
substratos, do tipo hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAH), s3o extensivamente
oxidados por este sistema (Collins et al., 1996; Majecherczyk et al., 1998; Johannes et
al., 1996, 2000). Pickard e colaboradores (1999) comprovaram mesmo uma sinergia
quando da utilizagio de dois mediadores, ABTS e HBT.

Qutro tipo de compostos, os sideréforos, também actuam como mediadores naturais das
enzimas oxidativas (Machuca et al., 1999). Estes sdo quelantes com altas constantes de
afinidade para formagdc de complexos metdlicos, muito estaveis, produzidos pelos
microrganismos para retirarem ferro do meio ambiente. Nesta nova perspectiva t€m
vindo a ser objecto de atengio recente (Hernlem et al., 1999; Parra et al., 1998, 1998a).

Como substratos da lacase, os mediadores seguem a reacgfio geral:
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2 Substrato - Hy + O,—> 2 Substrato e t+2 H;O (2-—3)

A quantidade de oxigénio consumide ¢ directamente proporcional ao substrato
transformado. Assim, 0 oxigénio € um co-substrato na reacgdio e tem de estar presente

em quantidade suficiente para que estes processos enziméticos ocorram,

2.3.2.1. Tipo de mediadores

Mais de 100 possiveis mediadores tem sido descritos, mas os mais comuns sdo o ABTS,
o primeiro mediador referido para a lacase (Bourbonnais & Paice, 1990), e o HBT (Call
& Miick, 1994).

Alguns exemplos de mediadores sio apresentados na tabela 2-6.
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Tabela 2-6 — Alguns mediadores da lacase

Estrutura Quimica Nome
HO3S s s SOH
U >=:N—y\=< D/ ABTS
N N ro, . )
i | Acido 2,2-azino-bis-(3-
CH,CH, CH,CH, etilbenzatiazolina-6-sulfonico)
AN
N HBT
v
J)H N- Hidroxibenzotriazole
TF&CWCWCH-%
¢ CPZ
S Cloropromazina
GHACH CHNICHz),
PZ
@N:O Promazina (10-(3~
s

[dimetilamino]propilMfenotiazina)

NNDS

acido 1-nitroso-2-naftol-3,6-
dissuifonico

HNNS

acido 2-nitroso-1-naftol-4-
suHonico
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O HBT e compostos relacionados sfio substincias bem conhecidas em éareas de

aplicagio muito diferentes, como a sintese de péptideos (Carpiano et al,, 1991, 1993),

como anti-corrosivos e fotossensibilizadores de polimeros. O efeito da lacase ¢

diferentes mediadores tem sido investigada, sobretudo no &mbito da deslenhificagio

(Wong et al, 1999) .

2.3.2.2. Mecanismo de ac¢do dos mediadores

A maneira como os intervenientes principais na reacgOes mediadas com lacase, enzima,

mediador e substrato interagem continua a ser objecto de estudo. Call e colaboradores

(1997) propuseram como esquema geral de reacgdo da lacase com mediador o

apresentado na figura 2-2.

=]

Mediador \

Lo,

Y.accase

Cobrotipo 1 | Co™ .

Je(+ 4N
{obre tipo 3 o+

C
Laccase -
COb‘!‘c 03 &1” 02 21'!20
Cobro " 2 Cni-i-
Ze
Mediador

Figura 2-2 - Esquema de reacgfio da lacase com mediador
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Estudos feitos com compostos fencdlicos modelo (Potthast et al., 1997, Majecherczyk et
al., 1999), revelaram o que se exp8e a seguir:

O ABTS ¢ frequentemente usado na reacgfio na forma de sal, solivel em agua. Por
reacgdo com a lacase desenvolve rapidamente radicais (corados), estaveis e que podem
reagir com fendis, de acorde com os seus potenciais redox, formando novos radicais,
fenoxilo, que desencadetam novas reacgfes. Nessa interacgdo os radicais formados

regeneram ABTS (Figura 2-3).

A oxidagdo do ABTS da-se em duas etapas independentes do pH do meio reaccional no

intervalode 2 a 11.

Os potenciais redox da forma radicalar ( ABTS" ) e forma i6nica (ABTS ** ) do ABTS
sdo respectivamente 0,680 e 1,09 V em relagio ao NHE (Majecherczyk et al., 1999).
Nio ha, no entanto, evidéncia demonstrada da acgio do dicatiio neste processo LMS
(L.acase Mediator System).

As reacgbes de acoplamento desencadeadas ocorrem apenas nas posigbes orfo e para
em rela¢iio ao OH fendlico,
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)

ABTS

OH
RO + ABTS# ——x + ABTS

O* HO3S

RE U%‘“’N‘ ”“

ABTS+*
e ) @7 SOgI“i
Hz() Ox  HO,S

Vs N@

HO5S S
100 {Q:
)
N
HO‘—‘(S:O\S%H

Figura 2-3 - Esquema do mecanismo de reacgfio do radical ABTS com fendis ou
radicais fenoxilo e produtos secundarios formados do ABTS

(Potthast et al,, 1997}

SOzH
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Ao contrario do ABTS™ o radical resultante do HBT ¢ instavel na presenga de oxigénio
ou agua. A sua alta reactividade confere-lhe baixa selectividade.

A reacgfo da oxidagio do HBT pela lacase pode ser convenientemente avaliada pela
medigio da absorvincia a 408nm (Ander et al, 1998). De acordo com dados de
voltametria ciclica, nfio ha regeneragio do HBT. Depois da reacgio, o HBT é convertido

em BT, ou seja, a ligagdo N-O € quebrada.

N N
CO—C

{7

OH O

Figura 2-4 - Mecanismo possivel para formagio do benzotriazol durante as reacgdes
LMS

(Potthast et al., 1997)
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Em resumo, tanto o ABTS como o HBT formam radicais por reacgiio com a lacase. No
primeiro caso, siio radicais mais estaveis e mais selectivos. No caso do HBT s#o mais
instaveis, por isso mais reactivos e t€m a vantagem de ser mais inespecificos. No
processo com ABTS o mediador € regenerado, o que nfio acontece com o HBT, que é
transformado em BT e outros produtos (Potthast al., 1997; Li et al., 1999; Xu et al,
2000).

Um outro dado importante, refere-se ao facto de apenas as lacases provenientes de
fungos lenhinoliticos de degradacio branca oxidarem o HBT. Lacases de outras

proveniéncias parecem néo ter qualquer efeito neste composto {Ander et al., 1998a).
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2.4. Cinética enzimatica

As reacg0es enzimaticas podem ser estudadas explorando diferentes aspectos da
catalise. A analise da cinética enzimatica revela aspectos mnportantes das caracteristicas
da enzima.

A velocidade da reacglio enzimatica €, em geral, seguida através da medigio da
quantidade de produto (ou produtos) formado por unidade de tempo.

Em 1913, Michaelis ¢ Menten, proposeram um modelo geral para as reacgles
enzimaticas. Assume-se que uma enzima E reage com um substratc S para dar um

complexo enzima-substrato E - 8, que origina entdo a enzima ¢ o produto de reacgdio P

-4

onde K, K., € K; 580 as constantes de velocidade dos respectivos passos reacionais.
Esta representacfo é valida para um periodo inicial da reacg@o em que a quantidade de
substrato transformado ¢ baixa e a reacgdo inversa ¢ desprezavel.

Com base nas reacgles apresentadas € no facto de que o equilibrio entre E, S ¢
E - § se atinge rapidamente em comparagdo com a reacgdo E-S “153“* E+P
Michaelis ¢ Menten realizaram um estudo quantitativo das variagbes de velocidade de

uma reacgdio enzimatica em fung8o da concentragdo de substrato.

A vantagem da equagdo de Michaelis ¢ Menten reside no facto de ndo necessitar dos
valores de [ E] e [ E-S ], concentragBes dificeis de determinar,

A guantidade de P formada, assim como a velocidade da reacgdo, véo depender
directamente da concentragfio em complexo E-S, isto €, da concentragdo de enzima que
se liga ao substrato. Dai que o estudo do equilibrio E+S

E-S permita a
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interpretagio simplificada da cinética da reacglio sem comprometer o seu rigor.
A constante de equilibrio, ou constante de Michaelis, para a dissociagdo do complexo E-
Sé

< g [

6 e
(2-5)
em que [ E] representa a concentragiio de enzima livre.
Substituindo | E] e rearranjando, obtemos a Equagio Michaelis e Menten:
.l
Vo Ka + [3]
(2-6)

onde Vyax € a velocidade maxima da reacgdo.
Esta equago permite calcular 0 Vi, € Ky 2 partir das varlagtes de velocidade em
fungio do substrato. Se escothermos um valor de v correspondente ao valor de Viex/ 2,

teremos

Ka = [§] (2-7)

A constante de Michaelis ou constante de equilibrio da dissociagio de complexo E - §,
¢ assim igual & concentragiio de substrato para a qual a velocidade de reacg@o ¢ metade

da velocidade méxima.

A velocidade da reacgfio enzimatica € influenciada por factores fisicos como a
temperatura ¢ o pH, e agentes quimicos que podem funcionar como activadores ou

inibidores.

A maioria das reac¢Oes enziméticas envolve dois ou mais substratos e resulta na

formagiio de mais de um produto. Muitas delas sio multisubstrato e/ou multiproduto.
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As reacgdes envolvendo dois substratos (Bi Bi Reacgdes) podem ocorrer segundo trés

tipos de mecanismo diferentes (Copeland, 1996; Brezonik, 1994):

- Mecanismo de Ping-Pong
- Mecanismo sequencial ordenado

- Mecanismo sequencial a0 acaso

No mecanismo de Ping-Pong, pelo menos um produto ¢ libertado antes de fodos os

substratos se terem combinado com a enzima. Nos mecanismos sequenciais, todos os

substratos sio adicionados a enzima antes da hibertacio de qualquer produto da reacgio.

As equagbes apresentadas a seguir, ilustram os mecanismos para as reacgdes de Bi Bi

substrato

1. Os mecanismos de Ping-Pong so do tipo geral:

K, K

A+E - (EA === EP) P+E
Kz Ks
Ks K+

E+B (EB =—=EQ} = Q+E
K¢ Kg

2. O mecanismo sequencial ordenado ¢ do tipo geral:

K

A+E AE

Kz

2-8)

(2-9)

(2-10)
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Ks
AE+B (AEB ==== QEP)==== QE +P @-11)
Ky K¢
Ky
QE Q+E (2-12)
Ks

3. O equilibrio ao acaso involve a formagdo rapida e reversivel de complexos com os

substratos A ou B. O passo limitante da reac¢fo € a conversiio do complexo ternério:

Ki | @)
A+E AE PE E+P
Ks \ K: / Ks
AEB ==—=PEQ @ -13)
|
Ks Ks
B+E" BE /K'; KK\EQ E+Q

Nestas equacBes, A ¢ B representam substratos, P ¢ Q produtos de reacclio ¢ K as

respectivas constantes de velocidade.

O mecanismo das reacgbes Bi Bi substrato pode ser identificado pelo modelo de
inibigio dos produtos P e Q avaliado pelos tragados de Lineweaver-Burk.

Nos mecanismos de Ping-Pong os grificos 1/v em fungio de 1/ A} ou 1/ B ], fixando
[ B ] ou[ A ] respectivamente, sfio rectas paralelas, semelhante ao caso da inbigHo
acompetitiva.

Nos mecanismos sequenciais € necessario saber qual € o substrato que se liga primeiro 4
enzima, uma vez que sO este podera ser inibido competitivamente pelo produto de
reaccdo. Por convengfio esse sera o substrato A,
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Para avaliar os parfimetros cinéticos da reacglio € preciso tragar os graficos 1/v em
fungiio de 1/ B ], fixando { B ]. As rectas correspondentes a cada valor fixo de B
convergem todas para um determinado ponto no lado esquerdo do eixo dos YY, sendo
o0s valores de intercepgdo do eixo dos YY os valores de 1/Vix ™. Tragando depois o
grafico dos declives dessas rectas versus 1/[ B ], obtemos ( -1/ K®) quando o valorde Y
é zero & K*/ Vi quando o valor doX é zero . Tragando entfo, 1/Viy ** versus 1/[ B ],
quando o valor de X é zero o valor de Y corresponde a (1/ Viax).

Pelo tragado de Lineweaver-Burk nfio € possivel destinguir se se trata de um mecanismo
sequencial ordenado ou ao acaso. Para se poder fazer essa diferenga ¢ preciso recorrer
ao uso de marcadores (is6topos) ou a estudos com inibidores especificos.

Embora seja relativamente facil relacionar a cinética das reacgSes de Bi Bi substrato
com o modelo cinético de Michaelis-Menten, nas reacgbes mais complexas, envolvendo
substratos miltiplos, ¢ muito mais dificil de derivar os termos da equagdc de
velocidade. Um método desenvolvido por King e Altman em 1956, (citado em
Copeland, 1996) permite derivar a equagio de velocidade de reacgBes mais complexas
com base nas constantes de velocidade para os varios passos da reacglo. A
implementagéio deste método para reacgdes complexas recorre naturalmente a sistemas

computorizados de célculo.

2.4.1. Pardmetros cinéticos da literatura para a lacase

Na tabela 2-7 sfio apresentados alguns dados da literatura relativos aos parmetros

cinéticos para lacases provenientes de diversos fungos.
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Tabela 2-7 - Parimetros cinéticos para algumas lacases

Compostos Fontes de Lacase Ko (uM) Ko 59 Vi Ref.
Pirocatecol C. hirsutus 390 492 Yaropolov et al., 1994
C. maxima 123 464
Hidroquinona C. hirsutus 180 257
C. maxima . w
Fusarium graminearum - 960
Fusarium graminearam - 800
Coriolus zonatus 86 485
Ferrocianeto de potassio C. hirsutus 97 457 Yaropoloy et al, 1994
€. maxima . ;
Fusarium grominegrum - 2600
Coriolus zonatus 202 317 Schneider et al. 1999
2.,6-dimetoxifenol Botrutys cinerea 150 - Yaropolov et al,, 1994
Schlicphake et al., 1996
Quinol Botrdys cineren 133, 533 - Yaropolov et al., 1994
Schinus molle 1250 -
Cuaiacol C. versicolor 300 200 " Yaropolov ef al., 1994
Fusarium grominegrim - 660 -
Pleurotus florida 28560 0,175uKat/mg  Deanetal, 1994
Pleurotus florida 3130 1.353uKatfmg
Colt et al, 1993,
PMl 750 Eggert et al., 1996
Pycenoporus cinnabarinus 750
Trametes hirsutus 756
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Compostos Fontes de Lacase Ko (1M) K {5 Vs Ref.
Aleool vanilico . versicolor 400 182 Yaropolov et al., 1994
Vanilina . versicolor 2000 20
Acid vanilico C. versicolor 1000 160
Acid homovanilico C. versicolor 350 160
Eugenol ou C. versicolor 600 150
4-alil-Z-metoxifenol
Di-hidrocugenol C. versicolor 266 160
Gaaiacil-propano} C. versicolor - -
Veratraldeide €. versicolor - -
Acido ascérbico C. versicolor 2000 110
Fusarium graminearum - 2300
Dioxifenilalanine C. versicolor 1000 70
Fusarium graminearum "
o-Dianisidina C. versicolor 160 139 Yaropolov et al., 1994
Fusarium graminearum - 100
Pleurotus florida 330 1 47pKat/mg Dean et 2k, 1994
Pleurotus florida 290 2,4 uKat/mg
Acido Violtrice 1 villosa 5 260min™ Sengupta et al. 1997
M. termophila 18 27min’?
P. cinpabarinus 9 370min 40 min.
B. cinerea 1 1
Acido Sinapinico Coriolus zonatus 7 624
Catecol Coriotus zonatus 197 423 Schueider ¢t al. 1999
313,55- Fusarium graminearium - 1000 Yaropolov et al, 1994
tetrametilbenzidina
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Compostos Fontes de Lacase Ko (M) Ko () Virax Ref.
SGZ(Siringaldazina)} Coprinus cinereus 2646 180 min” Swamy et al., 1999
M. termophila Xu, 1956
P. cinnabarinus 39 1,1 min™ Sengupta et al. 1997
B. cinerea 2.9 180min"
4 52 min™
038
T villosa 58 2700 Keat/min Xu, 1996
Scytalidium thermophilum 1 2§0Kcalfmin
Rhus vernificera 43 600K cat /min
Rhizactonia solani 17
M. thermophila
HBT T villosa 15 84 min” Sengupta et al. 1997
M. termophila 10 Ojizmin“i
P. cinnabarinus 29 22 min*
B. cinerea iz 10 min®
Trametes hivsula 8 “
Coprinus cinereus 23 1090+/.30min ™ Yaropolov et al., 1994
ABTS Coprinus cinereus 170 270410 min™
Coprinus cinereus 280 604/ 2min’!
2,7 min-1
T villosa 440 min*
M. termophila 58 920min’’ Sengupla et al. 1997
P. cinnabarinus 96 23 min™
B, cinerea i8
28
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2.5. Aplicagbes das lacases

As lacases t€ém vindo a ser usadas para a remocgfo de varios compostos xenobibticos
aromaticos e poluentes (substratos modelo) que se encontram nos residuos industriais,
solos e em aguas contaminadas. Os exemplos incluem a descoloragdo dos clorofendis,
clivagem de anéis aromaticos, mineralizagio de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, descoloragio de efluentes de fabricas de pasta de papel ou de
processamento de algodido (Kawai et al., 1988; Chivukula et al., 1995). A polimerizacdo
dos compostos resultantes traduz-se na imobilizagdo dos poluentes ou insolubilizaco
permitindo sua posterior remogdo por processos de sedimentagio ou filtragiio (Roper et
al., 1995).

Muitos tém sido os trabalhos publicados referindo a acgHo de lacases sobre um amplo
conjunto de compostos quimicos, nomeadamente na oxidagio de corantes fenolicos
{Chivukula & Renganathan, 1995; Durdn, et al., 1999), de fendis (Dahiya et al,, 1998,
Gianfreda et al., 1998, Pothhast et al., 1999), clorofendis (Dec & Bollag, 1994, 19943,
1995; Roper et al., 1995, Grey et al., 1998; Kadhim et al, 1999, Ullah et al., 2000),
bifeniimetanos (Xu et al., 1997a, Crestim & Argyropoulos, 1998), benzopirenos (Rama
et al, 1998), fenilenodiaminas N-substifuidas (Kristopaitis et al, 1998),
organofosforados (Amitai et al, 1998) e «-o-dimeros ndo fendlicos, modelos da
lenhina, (Kawai et al., 1999, Majcherczyk et al., 1999).

A aplicaglio de lacases no tratamento de efluentes téxteis apresenta-se promissora no
que respeita & remocdo de cor, uma vez que, os corantes téxteis e alguns dos seus
produtos de degradagdo sdo do tipo de substractos “alvo” desta enzima.

2.5.1. Lacases e a remogdo de fenois

Compostos aromaticos, incluindo fendis e aminas, constituem uma das maiores classes

de poluentes com limites de descarga em muitos paises. S3o encontrados nas aguas
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residuais de uma variedade de inddstrias onde se inclui a industria téxtil. Estas enzimas
assumem importincia na descontaminagio de aguas ou solos deste tipo de poluentes
(Xu, 1996a; Smith et al., 1997).

A maioria dos fenGis sio toxicos e provocam cheiro e intensa coloragdo na agua.
Concentragdes tio baixas como 0,005 mg L de fendis em 4gua causam paladar e odor

desagradavel, sobretudo se estiverem em presenga de clorofendis.

Os métodos classicos de remogiio de fendis nas dguas industriais, incluem adsorgio,
degradacio microbiana e oxidagiio quimica. Estes métodos apresentam desvantagens,
tais como, custo elevado, remocdo incompleta, formagio de produtos téxicos. A
aplicagiio estd limitada para determinadas gamas de concentracBes de poluentes
{Kadhim et al., 1999).

O mecanismo de acoplamento oxidativo de fendis € conhecido desde os anos 60
(Brown, 1967), mas a sua aplicagdo ao tratamento de aguas residuais $0 € descrita 14
anos depois (Klibanov & Morris, 1981).

Até ha relativamente pouco tempo, acredifava-se que as lacases apenas estavam
envolvidas em processos de polimerizagio de compostos fendlicos € ndio na sua
degradagiio oxidativa. Para esta ideia, muito contribuiu o facto do fungo mais estudado,
Phanerochaete crysosporium, ndo segregar niveis detectdveis de lacase nas condigOes
habituais de cultura (Muifioz et al., 1997). Contudo, Srinivasan e colaboradores (1995)
mencionam a capacidade de o fazer em determinadas condigOes ainda que em pequena

quantidade.

O facto das lacases utilizarem oxigénio em vez de perdxido de hidrogénio, torna-as
catalisadores atractivos nestes processos (Dec & Bollang, 1990). Muitos estudos tém
sido feitos no sentido de avaliar a capacidade e condigbes necessarias para a remogéo de
compostos fendlicos com lacases. Compostos com atomos de cloro substituintes no anel
benzénico em posigio orto ou para sio mais facilmente degradados que aqueles que
tém os substituintes em posiciio meta. Além disto o aumento do oxigénio dissolvido
também aumenta a eficiéncia de remogdo (Kadhim et al., 1999). As lacases de Coriolus
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versicolor mostraram-se eficazes na remogio de AOX nomeadamente os clorofendis e

cloroguaicois de efluentes provenientes da indistria do papel! (Roy-Arcand et al., 1991).
2.5.2. Fungos (lacases) e biodegradagdo de corantes

Muitos trabalhos tém tido como objective fazer o “screening” dos fungos com
capacidade de descorar corantes comerciais téxteis (Glenn & Gold, 1983; Gold ef al,
1988). O fungo Phanerochaete crysosporium, um dos mais exaustivamente estudados,
revelon a capacidade de degradar corantes azo, antraquindnicos, heterociclicos,
trifenilmetanc e poliméricos (Glenn & Gold, 1983; Cripps et al, 1990, Ollikka et al,
1993; Paszczynski et al, 1992, Spadaro et al, 1992).

Qutros fungos, como o Bjerkandera adusta e Trametes versicolor degradam os corantes
azo, Reactive Orange 96, Reactive Violet 5, Reactive Black 5, ftalocianina, Reactive
Biue 15 e Reactive Blue 38 (Heinfling et al., 1997). No entanto, na maior parte destes
trabathos, a degradacdo dos corantes ¢ atribuida as peroxidases, sobretudo & LiP
segregada pelo fungo, requerendo a presenga de mediadores, tipo alcool veratrilico
(Ollika et al., 1993; Kim et al,, 1995; Paszczynski et al., 1991, 1991a; Yu et al,, 1999).

Os corantes ndo sdo igualmente susceptiveis a degradaglo enzimatica. Trés corantes
sintéticos Acid green 27, Acid violet 7 ¢ Indigo carmine, com cromoforos tipicos,
antraquinénico, azo e indigo respectivamente, foram descorados pelo fungo Trametes
versicolor. A degradagiic do corante catalisada pela lacase depende da estrutura do
respectivo corante. Neste ¢aso, o corante antragquinonico revelou ser um bom substrato
desta lacase. O Acid violet 7 ¢ o Indigo carmine, ndo sendo substratos da lacase,
precisaram de compostos mediadores. Foi entfio, avancada a ideia de que os corantes,
substratos da lacase, podem actuar nos efluentes como mediadores promovendo a

descoloragiio de outros corantes que ndo sdo substratos naturais (Yu et al.,, 1999),

Varios autores estudaram a oxidag3o de corantes fendlicos e a influéncia da estrutura do
corante na sua biodegradabilidade (Chivukula & Renganathan, 1995; Pasti-Grigsby et
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al.,1992; Duran et al,, 1999). Chivukula e Renganathan (1995) tentaram explicar o papel
das lacases na oxidaglio de corantes azo. Para isso usaram um conjunto de corantes azo
modelo (derivados do 4-(4'-sulfofenilazo)-fenol) em que apenas vararam os
substituintes no anel benzénico e testaram a influéncia destas variagOes estruturais na
capacidade da lacase de P. oryzae em oxidar estes compostos. De todos os corantes
testados, apenas os que tinham grupos dadores de electrSes, metilo ou metoxilo eram
oxidados. Os compostos 4-(4 -sulfofenilazo)-fenol nfo substituidos ou com
substituintes 2-cloro ou 2-nitro ndo sofreram qualquer oxidagio. Com base nestas
observagbes, concluiram que o anel fendlico do corante azo tem que ser rico em
electrdes para poder ser oxidado pela lacase. Mas, a localizagio dos substituintes
também ¢ importante. O derivado 2,6-dimetoxilado € o melhor substrato. Era conhecido
desde os anos 60 que este composto era substrato da lacase (Bocks, 1967).

Nos estudos descritos por Chivukula & Renganathan, ndo foi verificada qualquer
polimerizagio ¢ segundo 0 mecanismo proposto ndo hé formagio de aminas aromaticas,

uma vez que no processo de reducio é formado azoto.

2.5.3. Outras aplicagdes das lacases

Como oxidases, podem ser usadas numa variedade de processos industriais e aplicagdes
medicinais em que estfio envolvidas oxidagGes. Ha investigacBes em cursc com lacase
no dominic da bio-oxidag@io, biotransformacdio, uso como biossensores e sintese

enzimatica.
i. Deslenhificagdo de lenhinocelulosicos

Os métodos convencionais de deslenhificagio ¢ descoloragio da polpa do papel
envolvem tanto ClO, como O, Apesar de eficientes, estes métodos tém sérios
problemas, tais como a formagdo de produtos secundarios clorados e perda de
resisténcia das fibras de celulose (Xu, 1999). A deslenhificagio enzimatica com lacase
obvia estes problemas e poders ser adaptada ao sistema produtivo da industria do papel,

oferecendo uma alternativa menos poluente.
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Foi desde ha muito assumido que a lacase participa na deslenhificagiio natural. Varias
lacases mostraram-se capazes de degradar quer a lenhina natural quer os seus modelos
sintéticos. Estas enzimas podem ainda oxidar os componentes fenolicos expostos na
lenhina ou, em presenga de mediadores redox apropriados, oxidar fenois e componentes
no fendlicos. Como resultado da oxidagio da lenhina pela lacase, os radicais gerados
podem provocar despolimerizacio por clivagens C - C alifaticas ou aromaticas.

Assim, na indistria do papel, a lacase pode actuar num pré-tratamento como agente
biolégico degradando parcialmente a lenhina e facilitando a polpagem (Messner et al,,
1994), Também pode ser aplicada como altermativa aos oxidantes quimicos no
biobranqueamento (Call et al., 1994, 19943a).

i, Lacease no acabamento téxtil

A lacase tem sido referida como meio de evitar 0 manchamento dos téxteis tingidos ou
estampados. Pode ainda ser usada no acabamento do algoddo, substituindo oxidantes
convencionais como o hipoclorito e no processo de lavagem dos “denim” tingidos com
indigo, conseguindo-se variados efeitos de lavagem nos produtos (Pedersen et al., 1992,
1996, 1996a; Barfoed et al., 1998).

O Denilite™ langado em 1996 pelo Novo Nordisk representou uma inovagfo para o
acabamento dos jeans. Até ai, as enzimas tinham sido usadas para desengomar e
desgastar o tecido, Esta preparacio foi a primeira lacase comercial no mercado.
Apresenta-se sob a forma de uma suspensio nfo aquosa com uma consisténcia de
xarope de acer que tornava dificil dosea-la correctamente e mistura-la com agua. A estas
desvantagens, acrescia ainda a dificuldade de conservagdio do produto durante o
transporte e armazenamento.

Em 1999, nos Estados Unidos, foi langado o DeniLite I ™, produto baseado num novo
tipo de lacase com actividade superior 4 do DeniLite I ™, tornando-o mais econdmico e

sobretudo mais facil de usar, uma vez que se trata de um granuiado facil de misturar em

agua.

Aplicaciio de sistemas engimdticos d degradacdo de corantes téxteis 49



Revisdo bibliogrdfica

iii. Aplicagées médico-sanitdrias

A lacase pode ser usada em processos de desinfecgio, através de oxidagdo do iodeto
com formagdo in situ de iodo, composto correntemente usado como desinfectante. A
aplicagdo de um sal lacase-iodeto tem vantagens em relag8o & aplicagdio directa e iodo
dado que é mais estavel ¢ mais seguro que o iodo em termos de armazenamento,
transporte € manuseamento. Acresce ainda que a libertagiio do iodo pode ser facilmente
controlada, por ajuste da concentragdo de lacase na preparacio (Xu, 1996a). O sistema
pode ser usado em aplicaghes industriais, domésticas ou de cuidados pessoais. Pode

aplicar-se a desinfecgfo de aguas de beber ou de piscinas, por exemplo.
iv. Estética

A pintura e ondulagBes dos cabelos envolvem processos oxidativos que implicam uso
de quimicos com odores desagradavels, irritantes para os tecidos ou de dificil
manuseamento. O uso de sistemas com lacases, torna ¢ processo menos irritante e
permite actuar em condigbes muito menos drasticas de pH e concentragéo de solventes
mais baixas (Jumino et al., 1994).

OxidagOes catalisadas por lacases tém sido referidas na pintura de cabelos e processos
de ondulagiio. Estes sistemas associam a uma maior facilidade de processamento um
certo efeito cosmético (Roure et al, 1992; Saruno, 1991; Martin et al., 1994).

v, Imunoensaios

A lacase pode ser usada para ensaiar outras enzimas. Neste caso, a enzima com interesse
catalisa a produgiio de um composto que pode ser depois oxidado pela lacase
provocando uma mudanca fisica detectavel. O produto de reacgio com a lacase é
regulado pela actividade da enzima com interesse. Este método pode ser usado para a
amilase, aminopeptidase, fosfatase alcalina, angiotensina I convertase, arilamidase,

celobiose oxidase, quimiotripsina, glucosidase, para dar alguns exemplos.
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A lacase ligada covalentemente a um anti-corpo ou anti-gene pode ser usada como

marcador enzimatico em imunoensaios (Yaropolov et al., 1994; Zouari, 1994).

vi. Sintese orgdnica

A lacase pode ser usada na sintese de varios compostos organicos funcionais, incluindo
polimeros com determinadas caracteristicas mecdnicas, eléctricas ou Opticas, corantes
téxteis, pigmentos para cosmeética, aldeidos aromaticos, pesticidas ¢ compostos
heterociclicos como a fenoxazina {(Potthast et al,, 1995).

Pode ser usado na sintese de compostos medicinais complexos como as do grupo dos
anti-inflamatorios, anestésicos, sedativos, da vimblastina (anti-tumoral), da “Penicillin

X dimer”, cefalosporinas (antibiéticos), ete. (Yaropolov et al,,1994).

vii. Tratamento de alimentos e bebidas

Q escurecimento e furvagio durante o processo de armazenamento dos sumos e vinhos ¢
um dos maiores problemas da indlstria alimentar. Os compostos fendlicos estio
envolvidos nestes processos. Convencionalmente, estas substdncias eram adsorvidas e
removidas usando, por exemplo, gelatina e bentonite, que normalmente tinham baixa

especificidade e podiam afectar a cor, 0 aroma e causar problemas de depositos.

A lacase pode ser usada para remover ou modificar sacarideos fenélicos, methorar
transparéncia, aparéncia de cor, aroma, sabor, estabilidade de sumos de fruta e bebidas
alcoolicas fermentadas (Picquadio et al., 1997, Ciff et al., 1994; Yaropolov et al. [1994).
As substincias fendlicas ndo desejadas podem, depois de polimerizadas pela lacase, ser

removidas por filtrag#o.

Casos ha em que a presenga da lacase € indesejavel em substéncias alimentares dado
que provoca o escurecimento dos alimentos. Neste caso, a sua inibigdo pode ser

conseguida usando substincias como acido fertlico, acido oxalico ou removendo o O,.
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Podem usar-se lacases pars alterar a cor de bebidas e alimentos, de que é exemplo o
azeite (Brenna et al.,1994; Picquadio et al.,1997; Lacki, 1998).

Outros exemplos de aplicagdes

A lacase € usada no cross-linking de polissacarideos para a produgfio de compoésitos
(Pedersen et al., 1996a).

Outra aplicagfo interessante € na area dos curtumes. Usa-se na transformaciio oxidativa
e consequente acoplamento de precursores de corantes a matriz de colagénio dos
couros. Os precursores soliveis dos corantes podem ser adsorvidos, oxidados e
polimerizados dando os efeitos de curtimento desejados. Este processo melthora a
eficiéncia do tingimento e as caracteristicas do couro a0 mesmo tempo que permite

reduzir o custo do processo (Serensen et al., 1993).

Aplicages de lacase na area de diagnéstico ou usada em biosensores tem vindo a ser
referida, nomeadamente na detecclio de substancias como fendis, anilinas e Oy (Gardiol
et al., 1996; Zouari et al., 1994).
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3. Sintese e biotransformacdo de corantes disazo

3.1 Introdugdo

Os corantes azo tém enorme importancia, tanto do ponto de vista de aplicagio como
ambiental. De facto, este grupo de compostos inclui 70% dos corantes globalmente
produzidos. Sdo compostos contendo grupos azo ligados a anéis benzeno ou nafialeno e,
em alguns casos, ligados a anéis aromaticos heterociclicos. Resultam de sintese e sdo de
dificil degradagio por microrganismos visto que ndio existem na natureza (Paszczynsky
et al,1992). As suas propriedades mutagénicas/cancerigenas resultam, para além do
corante em si mesmo, das aminas aromaticas formadas na redugdo da ligagio azo
durante a biotransformacfio (Spadaro et al., 1992).

A maioria dos corantes directos para tingimento de algoddo s3o corantes poliazo. A
- afinidade destes corantes para a fibra pode ser melhorada pelo aumento da cadeia com
sisternas de ligagOes duplas conjugadas ¢ a introdugfio de alguns grupos nas estruturas
planares destas moléculas. Com excepgdo do CI. Direct Yellow 28, os corantes
monoazo ndo t€m, hoje em dia, importancia pratica como corantes directos, tém sim
importéncia como parte cromogénica de corantes reactivos violeta e rubi (Zollinger,
1987).

No presente trabalho, sintetizaram-se sete corantes disazo com caracteristicas estruturais
bem definidas. Todos apresentam em comum um grupo hidroxilo em posigio para em
relagiio a ligaglio azo, caracteristica estrutural importante do ponto de vista de ligaciio ao
centro activo da lacase, variando apenas os substituintes nos anéis aromaticos.
Estudou-se a oxidaglo enzimatica destes corantes pela lacase acompanhando-se a
descoloragio resultante do processo e determinaram-se os pardmetros cinéticos para as
reacgles envolvidas.

Avaliou-se a influéncia da presenga de mediadores na reacgiio enzimatica, a relagio
entre a estrutura dos corantes ¢ a oxidag@o pela enzima, propondo-se um mecanismo de

degradacdo para este tipo de compostos.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1. Quimicos

HBT (N-hidroxibenzotriazole), ABTS (acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-
sulfonico)), AV (acido violurico), p-aminobenzeno, dcido 3-aminobenzenossulfénico,
1-naftilamina, acido salicilico, 3-metilfencl e 2,5-dimetilfenol, 2,6-dimetoxofenol foram
adquiridos a Sigma (St. Lois, USA) Os intermediarios de sintese (A) e (B) (Figura 3-4)
foram fornecidos pela Synthesia A S. (Pardubice, Rep. Checa).

Todos os produtos quimicos foram usados em grau analitico,

3.2.2. Lacase

A lacase foi obtida do Denil.ite™ por extracgdo, filtragio por gel e dialise conforme

descritoem 4.2.3.

3.2.3. Sintese dos corantes disazo

A sintese dos corantes disazo objecto deste estudo ¢ apresentados na Figura 3-1, foi
feita pelo processo quimico classico de preparagio deste tipo de compostos. Primeiro a
diazotagdo da amina formando-se o sal de diazénio respectivo, seguida de acoplamento
deste Gitimo com a amina ou fenol adequado & estrutura de corante pretendida
(Zollinger, 1987).
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Figura 3-1 - Estrutura dos corantes disazo sintetizados
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A Figura 3-2 descreve a sintese dos corantes I-HI

Ok4

OO (=
— S

+ HQ

Figura 3-2 - Preparagio dos corantes disazo I-HI
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Na Figura 3-3 apresenta-se a sintese do corante IV,
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Figura 3-3 - Preparagdo do corantes disazo IV
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A sintese dos corantes V-VII realizou-se de forma semelhante a apresentada na figura 3-
2, tendo sido usados os intermedidrios comerciais (A ¢ B) apresentados na Figura 3-4

como compostos de partida para a reacgfio de diazotagio.

=N Hg
HOsS OCH;

A)

MOS8

N NHs,

O O HsC0

HO5S CHs

®)

Figura 3-4 - Intermediarios comerciais usados na sintese dos corantes

A descrigio detathada da sintese destes corantes € apresentada no Anexo 1.

Os corantes foram purificados por recristalizagio (Fierz-David et al., 1938), sendo a sua
pureza controlada por cromatografia em camada fina (5i0z) usando como eluente 2-
propanol / 1-propanol / acetato de etilo / dgua (2:4:1:3).

As estruturas foram confirmadas por analise de espectroscopia de infravermelho e RMN

{ver discussio, pag. 68).
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3.2.4. Determinagdo da actividade da lacase

A actividade da lacase foi determinada espectrofotometricamente usando ABTS como

substrato conforme descrito em 4. 2.4 (Ander & Messner, 1998).

O efeito inibidor na lacase dos solventes orgénicos usados neste estudo foi avaliado
segundo procedimento descrito por Johannes & Majecherczyk (2000a). O teste padrio
da acglo inibitéria na lacase foi feito por pré-incubagdo da enzima com o inibidor
{(etano] usado nas solugdes dos corantes I, 1 e 111, ¢ DMF usado na solugdo do acido
violirico) durante 2 minutos. A medi¢io da variagdo da absorvincia a 420 am iniciou-
se apos a adigio do ABTS 0,5 mM e a inibigdo foi a avalia;da pela variagdo de
actividade por minuto ao longo do tempo de reacgio (1 minuto), em relagio & reacgdo

enzimatica em condigbes equivalentes mas sem a pré-incubagfio com o inibidor.
3.2.5. Oxidagdo dos corantes disazo pela lacase

Os corantes IV-VI estudados foram soliveis em &gua porque incluiam na sua estrutura
grupos sulfonicos, enquanto os corantes I a IIl apresentam caracteristicas de
solubitidade diferentes, apenas foram solivels em solventes organicos. Assim, usaram-
se como solugbes mie de corante, solugdes aquosas para os corantes IV-VII, solugbes

etanolicas para os corantes I-1IL

Corantes 1 a HI

A mistura reaccional foi composta por solugiio de corante I-III em etanol a 96% (ImL,
3,50 X10° M, 3,85 X10° M e 2,35 X10”° M respectivamente), 0,5 mL de solugdo de
lacase (15 UmL™") e tampio fosfato 50 mM (pH 5,5) até um volume final de 9 mL.

Corante IV

A mistura reaccional foi composta por solugdio aquosa de corante IV (1,5 mL; 3,5X10™
M), 0,5 mL de lacase (15 UmL™) e tampio de fosfato S0mM (pH 5,5) até um volume
final de 9 mlL.
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Corantes Va VH

A mistura reaccional foi composta por solugiio aquosa de corante V-VH (1,5 mL;
1,8X10% M, 1,8X10% , 1,3 X10™* M respectivamente), 0,5 mL de lacase (15 UmL™) e
tampdo de fosfato 50 mM (pH 5,5) até um volume final de 9 mL.

Todas as misturas reacionais foram incubadas a 60°C com agitagdo (200 rpm) durante |
Thora.

Foram ainda realizados ensaios de descoloragiio com os corantes disazo com 30 UmL
correspondente & melhor concentraclio de enzima na descoloragio do corante TV
determinada experimentalmente (ver Figura 3-6).

Imediatamente apés a adicBio da lacase, fez-se o varrimento do espectro de absorgio da
mistura analisando-se os resultados entre 350 ¢ 700 nm, em intervalos de tempo que
serdo especificados no texto, usando um espectrofotémetro Unicam UV2. A oxidagio
do corante € monitorizada pela variagio de absorvancia no comprimento de absorgfio

maxima para cada corante.

Para a determinagfio das constantes cinéticas, incubou-se uma quantidade conveniente
de solugio de lacase (15 UmL™) com vérias concentragdes de corante, em tampéo de
fosfatos 50 mM, pH 5,5, num volume total de 9mL..

Quando necessario, os mediadores redox (HBT ou AV) foram adicionados em
concentragdes que serfo descritas caso a caso. Usou-se solugfio de AV em DMF ¢
solugdo aquosa de HBT preparada conforme descrito por Ander et al. (1998).

Todos os ensaios foram feitos em triplicado e realizaram-se paralelamente ensaios de

controlo, sem enzima, sob idénticas condigles experimentais.
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3.3 Resultados

3.3.1. Efeito dos solventes orgdnicos na actividade da lacase versus ABTS

actividade da enzima, determinada com ABTS como substrato, nas concentragdes

usadas nos ensaios experimentais de degradagfo dos corantes.
3.3.2. Efeito da concentracdo de enzima na oxidagdo do corante IV

Estudou-se o efeito da concentragio (até 45 UmL'") de lacase na oxidagio dos corantes
disazo usando o corante IV como modelo. Para uma concentragiio Optima de enzima de
30 UmL™? houve diminuicdo de 60,3 % da cor ao comprimento de onda de absorcdo

maxima em 15 minutos e 96,2 % em 30 minutos de reacgdo (Figura 3-5).
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Figura 3-5 - Espectros de absorcio do corante IV depois do tratamento com 30 UmL™?
lacase.

(O intervalo de tempo entre os varrimentos € de 5 minutos).
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O efeito da concentragio da lacase na velocidade de descoloragdio do corante IV

avaliada em 30 minutos de reacgiio é mostrada na Figura 3-6,
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Figura 3-6 - Efeito da concentragfio de lacase na velocidade de descoloragiio do corante
v

3.3.3. Oxidagdo dos corantes disazo pela lacase

As solugBes de corantes disazo foram incubadas com 15 UmL™ de enzima durante uma

hora, a 60°C, com agitacio. Em paralelo, fizeram-se ensaios em que se adicionou
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também mediador comjuntamente com 2 lacase, nas concentragdes mais favordveis a

descoloragdo determinadas experimentalmente, 5,7 mM de AV ¢ 11,0 mM de HBT (ver
4.3.2.1).

Os resultados de descoloragio obtidos para os primeiros 15 minutos de reacgio (Tabela

3-1), indicam que os corantes I, II, Il e V nfo sfo substratos da lacase.

Tabela 3-1 - Descoloragiio (%) do corante ap6s 15 minutos de reacgBo com lacase

-1 3
Lacase Lacase (15 UmL™) Lacase (15 Uml™

Corante  Amex(nm) (757py ;V (5.7 1M HBT (11,0 mM)
7 410 0,0 Nd 00
i1 410 0,0 Nd 0.0
u 410 0,0 Nd 0.0
w 510 23,2 79,4 23,1
% 460 0,0 24,1 o0
VI 500 55,9 70,1 69,9
7/ 496 62,1 74,1 73,9

Nd- nfio foi determinadoe por se verificarem precipitagdes

Os corantes I-III ndo apresentaram descoloragic quando ensaiados no sistema
etanol/tampdo de fosfato 50 mM (pH 5,5) e precipitavam no sistema DMF/tampio de
fosfato 50 mM (pH 5,5), levando a que nfio fosse possivel concluir acerca da sua
degradagio por acg@o da lacase nestas condigdes experimentais.

O corante V nio ¢ descorado pela lacase independentemente da concentragio de enzima

usado a menos que em presenca de acido violurico como mediador.

Dos sete corantes estudados, apenas os corantes IV, VI e VII sdo oxidados pela lacase
sozinha.
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Os corantes VI ¢ VI perdem rapidamente a cor, medida ao respectivo comprimento de
onda méximo. A Figura 3-7 (corante VI) e a Figura 3-8 (corante VII) ilustram que a
descoloragio ocorre sobretudo nos primeiros 10 minutos, com maior velocidade nos 6

minutos iniciais.

Figura 3-7 - Espectros de absorgio do corante VI depois do tratamento com 15 UmL™’
lacase.

(O intervalo de tempo entre os varrimentos € de 3 minutos).
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Figura 3-8 — Espectros de absorgio do corante VII depois do tratamento com 15 UmL™*
lacase.

(O intervalo de tempo entre os varrimentos € de 3 minutos).

3.3.4. Efeito da presenca e concentracdo de mediadores (HBT e AV) na

descoloracgdo dos corantes disazo pela lacase

Os dois mediadores estudados comportaram-se de maneira diferente na descoloragio
dos corantes disazo. O HBT, nas condigGes experimentais aplicadas, nfo apresentou
qualquer efeito na oxidagéio do corantes IV enquanto que o acido violirico acelerou a
reacgdo. O corante V, que ndo funcionou como substrato da lacase sozinha, passou a ser

oxidado na presenga deste segundo mediador.

A Figura 3-9 apresenta o comportamento do corante IV em presenga do AV. O
mediador acelerou a reacq3o de descoloragio do corante, atingindo nos primeiros 12
minutos de reacgio, a completa remog#o de constituinte ao comprimento de absorgio

maxima (510 nm).
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Figura 3-9 - Espectros de absorgio do corante I'V depois do tratamento com lacase ¢
AV.

(O intervalo de tempo entre varrimentos € de 3 minutos).

3.3.5. Pardmetros cinéticos das reacgdes de oxidagdo de corantes disazo

modelo com lacase

Os pariimetros cinéticos referentes a descoloragfio dos corantes substratos da lacase,
sem necessidade da presenca do mediador, foram calculados de acordo com a equagio
de Michaelis-Menten, assumindo tratarem-se de reacgdes de pseudo-primeira ordem.

Na Tabela 3-2 apresentam-se 05 K" € Viax para os corantes I'V, VI e VII estudados.
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Tabela 3-2 - Pardmetros cinéticos para a oxidacio dos corantes I'V, Vlie VI

Corante Ko™ (mM) Vinax (MM min™)
v 0,50 2,76
Vi 0,60 4,05
VI 1,42 8,05
3.4, Discussdo

Com o objectivo de estudar a influéncia dos substituintes nos anéis fendlicos dos
corantes disazo na sua descoloragiio pela lacase, prepararam-se sete corantes com
pequenas variagOes estruturais, mantendo em comum a estrutura disazo e o grupo
hidroxilo em posicdo para em relagio a ligagdio azo.

As estruturas destes compostos foram confirmadas por espectroscopia de absor¢io no
infravermetho (FTIR Bomem, MB Series, fazendo 21scans, usando uma resolugio de 4
cm” € correcglio de linha de base) e RMN. Nos espectros de infravermetho dos corantes
{Tabela 3-3) observa-se, em todos eles, uma banda larga entre 3406 e 3463 e devida
a vibragio de alongamento do grupo OH.

Para os corantes 1H, TV e V ¢ visivel um sinal que corresponde a vibragdo de
alongamento do grupo carbonilo, que surge a 1658 cm’ para o corante IV.

Nos corantes com grupos metoxilo € visivel a banda, quase sempre intensa,
caracteristica da vibragio de alongamento da ligagio C-O, que para o corante V aparece
a 1204 em™. No entanto, nesta regifio, sobrepSem-se as bandas de absor¢io devidas is

vibragGes de alongamento dos grupos sulfonicos.
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Tabela 3-3 — Dados de absorciio de radiaciio Infravermelha para os corantes -VH

Corante Unax (e ); pastilha de KBr (1%)

I 3437 (larga), 2923, 1598, 1235, 1100, 853, 763, 684, 550
il 3406 (larga), 2921, 1585, 1529, 1466, 1441, 1417, 1378, 1261, 1086, 851, 766, 684, 552

TI 3430 (larga), 1636, 1488, 1461, 1429, 1385, 854, 836, 761, 682, 576

3446 (muito larga), 2943, 2871, 1658, 1613, 1484, 1444, 1296, 1214, 1186, 1039, 994,
760, 697, 619

y 3449 larga), 2957, 2893, 1657-1600 (larga), 1483, 1401, 1341, 1204 (forte), 1107, 1036,
994, 795, 761, 713, 625, 1618

yi 3436 (larga), 2936, 2843, 1665, 1596, 1544, 1527, 1372, 1329, 1259, 1218, 1116, 1084,
1035, 967, 712, 618

VII 3463 (larga), 2915, 2833, 1613, 1591, 1521, 1494, 1369, 1325, 1270, 1196, 1141, 1116,
1043, 973, 792, 719,759, 672, 578

v

Foi ainda possivel obter os espectros de RMN de protiio dos corantes, em DMSO. Desta
maneira confirmou-se as estruturas destes corantes.

Na Figura 3-10 apresenta-se o espectro de RMN de 'H para o corante VI. Os sinais
foram atribuidos com base na técnica da dupla ressondncia. O sinal devido ao OH, que
ndio ¢ visivel, podera aparecer com o sinal largo da agua, que se sobrepde aos sinais dos

grupos metoxilo.

Aplicacio de sistemas enzimdticos a degradacdo de corantes téxteis 69



Sintese e biotransformagdo de corantes disazo

st i
Pty
5.8 g3 & S
4 o
7 x pe
— HO Hy
M L--- w—J‘\-««
R { R L r—r;“)“"r‘"’ ‘ f r'r'xrmr T T Epe
v.e- 7 7.4 1B np-
[ | ase
jf o _
£rd }k
i o i
I Tt ey L B e e e i Tt e S S LA S St e e e s r ] LRl R
= a ¥ & 5 5 3 z t wom
o gt opd ol g

Figura 3-10 - Espectro de RMN de 1H (300 MHz, DMSO0-d6 ) do corante V1

Deste conjunto de compostos, os corantes I, II, Il nfo se revelaram substratos da lacase,
independentemente da presenca ou auséncia dos mediadores (HBT e AV). Verificou-se,
contudo, a descoloragio rapida dos corantes IV, VI e VII com lacase. De facto, s os
corantes soliveis em 4agua, que inclulam na sua estrutura grupos sulfonicos,
apresentaram perda de cor por oxidag8o com a enzima.

O corante V, que nfio se apresentou como substrato da lacase, sofreu oxidagdo quando

em presenca de enzima ¢ AV como mediador.

A degradagio de corantes azo com fungos tem vindo a ser estudada por varios autores
nos ultimos anos, nomeadamente com Phanaerochaete crysosporium {(Cripps et
al | 1990; Praszczynsky et al. 1991; 1991a; Olikka et al, 1993) e a descoloragio ¢
mineralizagdo parcial destes compostos foi demonstrada (Praszezynsky et al. 1992;
Spadaro et al., 1992).
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Praszczynsky e colaboradores (1992) referiram que o acido sulfanilico e corantes do
tipo azo, com anéis fenolicos e de naftaleno, eram degradados pelos fungos P.
crysosporium e S. chromofuscus, assumindo que a posicio do grupo hidroxilo em
relagdo 4 ligacdo azo era relevante para a sua degradacio pelos fungos.

Outros fungos, como 1. versicolor ¢ B. adusta mostraram eficiéncia na degradagio de
alguns corantes comerciais (Heinfling, 1997). Mas, todos estes estudos tém sido feitos
usando extractos brutos de fungos ou culturas lenhinoliticas e o envolvimento de
peroxidases tem sido sugerido como interveniente nestes processos degradativos
(Spadaro et al, 1992). Estes investigadores assumiram que os corantes azo sofiiam
clivagem por acgdio das peroxidases flingicas, formando quinonas e derivados do
diazeno com ruptura da ligagio azo e formagdio de azoto. Desta forma, prevenia-se a

formacdo das aminas aromaticas carcinogénicas.

No sentido de avaliar a importincia da lacase na degradacdo de corantes azo, Chivukula
¢ Renganathan (1995) examinaram 2 capacidade oxidativa de lacase de P. oryzae em
derivados do 4-(4 '—ﬁlﬂfcfenilazo)fenoi. Verificaram que os substratos de lacase eram os
derivados cujo anel fendlico era rico em electrdes, resultado da contribuigio de grupos
dadores de eclectrfes do tipo metilo e metoxilo. Assim, os derivados do 4-(4'-
sulfofenilazo)enol, com grupos 2-metilo, 2-metoxilo, 2 6-dimetilo e 2,6-dimetoxilo
eram oxidados pela lacase enquanto os que continham substituintes em 3,5 nfo sofriam

qualquer alteragfio.

Se analisarmos 08 nossos resultados, verificamos que razdes estruturais semethantes as
referidas por Chivukula e Renganathan (1995) poderfio explicar 2 maior facilidade de
degradacdo dos compostos estudados pela lacase. O corantes VI e VII, com grupos
metoxilo em 2 e 6 no fenol, sfo degradados muito rapidamente, enquanto o corante V
com o substituinte 2-carboxilo precisa da acgdo mediadora do AV para ser oxidado. No
entanto, o resto da molécula também ¢ importante, como atestam os resultados obtidos
com 0s corantes IV ¢ V comparativamente.

No caso do corante VII, temos na molécula dois grupos hidroxilo que poderfio

eventualmente funcionar como grupos alvo para a enzima. Ha referéncia na literatura a
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corantes disazo degradados por fungos com grupos hidroxilicos em posigio orio no
naftaleno em relagfo a ligag8o azo (Paszczynski et al., 1992).

Comparando os pardmetros cinéticos para a oxidagdo dos corantes IV, VI e VI,
conchiimos que a afinidade da enzima diminui do corante IV para o VI e ainda mais
para 0 VII { K" é 0,50 mM, 0,60 mM e 1,42 mM respectivamente) enquanto & Viax
aumenta no sentido inverso, sendo 2,76 mMmin” para o corante IV, 4,05 mMmin™
para o corante VI ¢ 8,05 mMmin” para o corante VII. Estes valores nfio podem ser
comparados com os da literatura, ndo sb porque estes corantes especificamente nunca
foram estudados mas também porque a maioria dos estudos tem sido feita com
sobrenadantes de culturas de fungos.

Chivukula ¢ Renganathan (1995) usaram corantes monocazo, quimicamente menos
complexos que 0s nossos € o mator valor de velocidade de oxidagio que obtiveram foi
703 nMmin'mg’. E importante referir que estes investigadores usaram lacase
parcialmente purificada, podendo outras enzimas como a lenhina peroxidase ou a

tirosinase ¢star presentes.

Os mediadores redox, descritos pela primeira vez por Bourbonnais ¢ Paice (1990),
permitem & lacase a oxidagio de compostos ndo fendlicos, estendendo a amplitude de
substratos em que a enzima catalisa reacgtes de oxidagdo.

Para melhor esclarecer 0 mecanismo pelo qual actuam estes compostos redox com a
facase, Xu e colaboradores (2000), analisaram as interacgGes destes compostos com ¢
N-OH na sua estrutura em relagdo a algumas lacases. Observaram que a velocidade da
reaccio de oxidaglo dos mediadores pela lacase dependia do potencial redox destes
compostos € que as reacgdes ocorriam segundo um mecanismo similar ao referido para

os fenodis, as fenotiazinas e as fenoxazinas.

O AV acelerou a reacgio de oxidagiio dos corantes IV, VI e VH e permitiu que
houvesse oxidagio do corante V.

Diferengas de potencial redox e estabilidade podem estar na origem da diferenga de
resultados obtidos com AV e HBT nas reacgbes de oxidagio dos corantes disazo.

Contudo, a proveniéncia da lacase também condiciona a reacgfio oxidativa em que a
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enzima € mediador estdo envolvidos (Li et al.,1999). Este facto vai definir a necessidade
ou ndo de mediador bem como a sua natureza para que a degradacio enzimatica de

determinado composto possa ocorrer,

Os resultados experimentais subjacentes deste trabalho revelaram que apenas os
corantes soliveis em &gua podiam funcionar como substratos da lacase, directamente ou
na presenga do mediador. E desde ha muito conhecido o facto deste tipo de compostos
estarem em solugdo aquosa numa situacgdo de equilibrio entre duas formas: a forma azo
¢ a forma hidrazona (Figura 3-11). Ainda que num sistema aquoso a forma hidrazona
predomine, & medida que a forma azo é consumida na reacgio, o equilibrio desloca-se

no sentido da formagdo da forma azo .

OO

f

Figura 3-11 - Equilibrio entre a forma azo e a forma hidrazona

Assim, podemos assumir que a interacg8o com o centro activo da enzima ocorre através
de um grupo fendlico, conforme descrito na literatura.

Por analogia com o mecanismo proposto por Chivukula e Renganathan, poderiamos por
a hipotese de que com o0s corantes diazo, ocorresse um mecanismo semethante (Figura
3-12), resultando na formag@o de um composto mono-azo ¢ moléculas menores por

ruptura de uma das ligagGes azo da molécula.
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Figura 3-12 - Proposta de mecanismo para a degradacéo do corante disazo pela lacase
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Estes autores reforcam a importincia no mecanismo do grupo sulfénico no perdxido
formado, conferindo-the uma estabilidade anormal em relagfio a outros perdxidos. Este
facto teria que ser analisado mas, a ter comportamento semelhante, os gropos sulfénicos
na molécula tornar-se-iam importantes no mecanismo de reacg#o.  Assim, assume a
maior importdncia a solubilidade destes compostos em solugio aquosa e por

consequéncia a presenga dos grupos sulfénicos na molécula.

O presente estudo deixa em aberto todo um conjunto de hipdteses a ser analisadas
detathadamente em trabalhos futuros. O efeito dos grupos sulfénicos ou, por outras
palavras, a solubilidade destes diazenos tem que ser cuidadosamente analisada. O
mecanismo destes processos precisa de ser confirmado com o isolamento e identificagio

das estruturas dos compostos resultantes das reacgo de oxidacio dos disazos.
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4. Descoloracdo de wum corante antraquindnico por uma
Jormulagdo com lacase

4.1 Introduc¢do

O RBBR ¢ um corante industrialmente importante, que é usado frequentemente como
material de partida na produgiio de outros corantes poliméricos. E um derivado do
antraceno ¢ representa uma classe importante de poluentes orginicos tdxicos e
recalcitrantes (Banat et al., 1996).

A informagiio acerca da degradagiio do RBBR pela lacase ¢ escassa. Num dos poucos
estudos sobre este assunto, Schiiephake ¢ Lonergan (1996) constataram a descoloragéo
do RBBR num bioreactor com P. cinnabarinus. O corante foi adicionado no terceiro dia
de fermentacio mas foram precisas mais de 48 horas para obter 75% da descoloragio do
corante na cultura fingica. Quando usaram lacase purificada de culturas do fungo com
diferentes idades, obtiveram os methores resultados com lacase purificada de culturas
de 4 dias e precisaram de cerca de 3,3 horas para obter cerca de 50% de descoloragéo
do RBBR.

Neste trabalho pretendeu estudar-se os factores que influenciavam a actividade da
lacase ¢ determinar as melhores condigbes que permitiam descolorar rapidamente o
corante, Com este proposito foi usada uma formulagio comercial de lacase, DeniLite™,
que € utilizada na indistria téxtil no acabamento dos “denim” tingidos com indigo. Os
resultados obtidos com esta formulagio foram entio comparados com os que se
obtiveram s6 com lacase. Esta lacase pura foi obtida aplicando um processo de
extracgdo seguido de filtragio por gel e didlise, que permitiu separar a enzima dos
demais componentes da formulagdoc comercial Excluindo uma ligeira perda de
estabilidade térmica, a lacase pura apresentou caracteristicas semethantes as da

preparagio comercial de origem, no que respeita a perfis de temperatura e pH.

T
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Naturalmente, que a relevancia de cada um dos componentes da formulagiio comercial
foi analisado, estudando-se ainda a influéncia de mediadores redox no processo de

biotransformacio.
4.2 Materiais e métodos

4.2.1. Quimicos

HBT (¥-hidroxibenzotriazole), ABTS (acido 2,2;;zino-bis-(3-etilbenzatiazoiina»G»
sulfonico)), AV (acido violurico), promazina (10 (3{dimetilamino]propil)fenctiazina) e
surfactantes (Triton X-100, Tween 20 e Brij 35) foram comprados & Sigma (St. Lois,
USA)

RBBR (C.1. Remazol Brilliant Blue R ou C.1. Reactive Blue 19 cuja formula estrutural
aparece referida com o n° 61200 no Colour Index) foi gentilmente oferecido pela
DyeStar (Portugal).

Todos os produtos quimicos foram usados, em pelo menos, grau analitico.
4.2.2. Formulacdo comercial com lacase

A formulagio de lacase, Denilite™, foi gentilmente cedida pela Novo Nordisk
(Dinamarca).

Este produto contém lacase, um detergente ndo idnico, tampdo de fosfato e éacido
fenotiazina-10-propiénico como mediador redox (informacio fornecida por Dr. Per
Hans, Director Técnico da Novo Nordisk, em comunicagiio pessoal). A lacase (EC
1.10.3.2) ¢ produzida por fermentagio de espécies de Aspergillus geneticamente
modificados (Novo Nordisk Product Sheet B 917 and Application Sheet B 919),

A preparagiio comercial de lacase nfio é solivel em dgua.
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4.2.3. Purificagdo da lacase

Fizeram-se ensaios preliminares com o objectivo de separar a enzima dos demais
componentes da suspensfio aquosa de Denilite™. Com base nos resultados obtidos,
usou-se um processo de extracgio com tampéo de fosfato 50 mM, pH 35,5, contendo 0,1
M de NaCl. Apés 24 h de repouso a 5°C, isolou-se a fase menos densa, que continha
mais de 90 % da actividade enzimatica total determinada usando ABTS como substrato.
Esta frac¢@o foi entlio sujeita a um processo de filtragio por gel: 2 mL de fracglo foram
eluidos numa coluna de Superdex 75 (XK16, Prep. Grad, Pharmacia). A coluna foi
previamente equilibrada com tamp#o de fosfato 50 mM, pH 5,5. A lacase foi eluida
usando tampdo fosfatos 50 mM, pH 5,5, a 5°C e com um fluxo de ImL min’,
Recolheram-se fracgdes (Sml.) e determinou-se a actividade da lacase em cada fracgfo.
Juntaram-se as fracgles que apresentavam actividade enzimatica e procedeu-se &
purificagiio e reconcentragio da enzima através de um processo de didlise (membrana de
celulose, Sigma) contra tampdo de fosfato, pH 5,5. A lacase assim obtida passara a ser
referida no texto simplesmente como lacase.

A electroforese realizada em condigbes nativas (PAGE 10%) mostrou que tanto a

preparagdo de lacase comercial como da lacase migram como uma banda tinica.
4.2.4. Determinagdo da actividade da lacase

A actividade da lacase foi determinada espectrofotometricamente, medindo o aumento
da absorvincia a 420nm, de uma solucfio de ABTS 0,5 mM, em tampio de fosfato 50
mM, (pH 4,5) a 30° C (Ander & Messner, 1998). Uma IU (Unidade Internacional) de
actividade da lacase foi calculada como a formagdo de uma pmole de ABTS oxidada

por minuto, usando um coeficiente de extingfio molar de 43,2 mM™” em™.
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4.2.5. Estabilidade térmica da lacase

As misturas reacionais de formulagio comercial de lacase (CLF) ou de lacase em
tampéo de fosfato 50 mM, a pH 5,5 foram pré-incubada a diferentes temperaturas (30°,
50° e 60° C) durante 100 minutos. Retiraram-se amostras (0,5 mi.) ao longo do tempo
(10 em 10 minutos) e avaliou-se a actividade enzimatica conforme ensaio padrio
descrito em 4.2.4. A actividade residual foi determinada em relagiio ao maximo de

actividade determinado no instante zero.

4.2.6. Efeito da temperatura na actividade da lacase

A actividade da lacase ¢ da CLF foi determinada conforme ensaio padrio descrito em
4.2.4 mas usando diferentes temperaturas de reacgfio (40° 50°, 55°, 60°, 65°, 70° ¢
80°C).

4.2.7. Efeito do pH na actividade da lacase

As misturas reacionais contendo laccase ou CLF e tampdo de fosfato-citrato foram
incubadas durante 15 minutos a diferentes pH {(enire 4,0 e 7,0} e a actividade da lacase
em relagio ao ABTS foi determinada de seguida nas condiges padriio, conforme

descritoem 4.2.4 .

4.2.8. Oxidagdo do RBBR pela lacase

A mistura reaccional para medir a descoloragfio enzimatica do RBBR consiste numa
solugdo aquosa de corante (0,02 gL™), 0,3 mL de solugio de enzima (10 UmL) e
tampéo de fosfato 50 mM, pH 5,5 num volume total de 25 ml..

Quando apropriado, foi adicionado o mediador, promazina, HBT ou AV, em
concentragles que serdo especificadas no texto. O tempo de incubagio das reacges,
que sera referido caso a caso, variou entre 12 minutos e 2 horas a 60°C. Todas as

reacgOes foram sujeitas a agitagdo (200 rpm).
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imediatamente apos a adicio de 0,3 miL da solugdo da enzima, a curva de varrimento da
mistura (absorvéncia em funcdo do comprimento de onda), foi efectuada e analisados os
resultados entre 350 ¢ 700 nm, em intervalos de tempo que serfio especificados no texto,
usando um espectrofotometro Unicam UV2. A monitorizagdo da oxidag8o do corante
foi feita pela diminuigio da absorvincia a 590 nm, comprimento de onda de absorgdo

maxima para 0 RBBR,

Nos ensaios destinados a avaliar o efeito do detergente ndo idnico na oxidagdo do
RBBR com lacase, adicionou-se i mistura reaccion;l acima descrita 0,002 a 0,010 gL
de Triton X-100, 0,002 a 0,010 gL™ de Brij 35 e 0,001 a 0,004 gL" de Tween 20.
Mantiveram-se as demais condigbes de reacgdo usadas nos ensatos de descoloragio do

corante.

Para a determinagdo das constantes cinéticas incubou-se a CLF ou a lacase com
diferentes concentracbes de RBBR em tampfio de fosfato 50 mM, pH 5,5, num volume
total de 25 ml.

Todos os ensaios foram feitos em triplicado e realizaram-se paralelamente ensaios

controlo, sem enzima, sob idénticas condiges experimentais,

4.3, Resultados

4.3.1. Estabilidade térmica da lacase e efeito do pH

A estabilidade térmica da CLF e da lacase foram determinadas em fung@io do tempo,
usando tampéo de fosfato 50 mM, a pH 5,5, a temperaturas de 30°, 50° e 60°C.

81
Aplicacdo de sistemas enzimdticos a degradacdo de corantes téxteis



Descoloragdo de um corante antraquinénico por uma formulagdo com lacase

h B =~ O ©
QO 0o O O
1 H )

Actividade residual (%)

40 -

30

20

10 -

0 1 1 1 i
o 20 40 60 80 100
Tempo {min)

[liacase 30°C ™ CLF 30°C A CLF 30°C
® CLF 60°C O lacase 60°C Alacase 50°C

Figura 4-1 - Estabilidade da formulagfio comercial de lacase (CLF) ¢ da lacase em
fungio do tempo

Os resultados apresentados na Figura 4-1 mostram que a preparaciio comercial a 30°C é
muito estavel, ndo se observando qualquer perda de actividade ao longo do tempo de
ensaio. Pelo contrario, a lacase perde cerca de 30% da sua actividade inicial durante
uma hora a 30°C. A temperaturas mais elevadas, 50° ¢ 60°C, a diferenga entre as duas

preparagOes de lacase € menos acentuada.
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A perda de actividade é particularmente rapida nos primeiros 20 minutos de incubagio,

independentemente da preparagio considerada.
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Figura 4-2 - Efeito da temperatura na actividade da CLF e lacase

A influéncia da temperatura na actividade da lacase e CLF ¢ apresentada na Figura 4-2.

Observou-se um valor maximo de actividade a cerca de 60 °C, quer para a lacase quer

para a preparagdo comercial.
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A Figura 4-3 apresenta a actividade relativa da CLF e da lacase em fungio do pH, apds
incubagio das amostras durante 15 minutos, entre pH 4,0 e 7,0 em sistema tampio de
fosfato-citrato, seguido da determinagio da actividade da lacase usando o ensaio padrio
(Materiais ¢ métodos, 4.2.4). Observou-se um maximo de actividade para pH 5,5. As
curvas de variagio da actividade em funglio do pH para a lacase e a preparagio

apresentaram comportamento semelhante.
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Figura 4-3 - Efeito da pré-incubacio a diferentes pH na actividade da CLF e da lacase
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Com base nestes resultados definiu-se que as reacgbes enzimaticas subsequentemente

realizadas neste trabatho com lacase o seriam a pH 5,5 e 60°C.

4.3.2. Descoloragdo do RBBR

Quando se fez reagir o RBBR com a preparacio comercial, CLF, contendo 10 UmL™ de

lacase verificou-se que havia uma diminuigo da absorvéncia a 590 nm ao longo do

tempo associada a oxidagdo do corante. Ap6s 30 minutos de reacgfio, observou-se uma

descoloragio de 48,0%, sendo de 72,0% apo6s uma hora (Figura 4-4).
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Figura 4-4 - Espectros de absor¢fo do do RBBR em presenca de CLF.

Para o comprimento de onda de absorgio maxima, a descoloragiio completa registou-se

apos 2 h de reacgdo, usando um pH de 5,5 ¢ uma temperatura de reacgiio de 60°C.
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Face a estes resultados, em que se obteve a ripida descoloragio do corante, as
experiéncias seguintes foram definidas no sentido de estudar o efeito dos diferentes

componentes da preparagio comercial na remogio de cor do RBBR.
4.3.2.1. Concentracdo de lacase em presenca e auséncia de mediador

Estudou-se o efeito da concentrag@o de enzima na descoloragio do corante até 25 UmL”
! usando lacase, CLF, ¢ lacase adicionada de mediador (AV e HBT).

Néo se observou qualquer descoloragiio quando se usou lacase sozinha. O espectro de
absor¢do no UV-VIS permaneceu inalterado ao longo do tempo, independentemente da
concentracio de enzima usada ou condigdes reacionais, pH e temperatura,

A preparagio comercial de lacase que contém mediador ¢ detergente ndo idnico

mostrou-se muito eficaz na descoloraggo do RBBR.

Na impossibilidade de dispor do mediador incluido na preparagio comercial, acido
fenotiazina-10-propionico, escotheram-se trés mediadores disponiveis no mercado para
estudo.

Atendendo & analogia da estrutura da promazina, (10-(3-{dimetilamino]propil)
fenotiazina) com o acido fenotiazina-10-propidnico, avaliaram-se as potencialidades
deste composto como mediador na reacgfio de descoloragio do RBBR. Infelizmente ndo
se observou qualquer descoloragdo na soluglio, provavelmente devido a auséncia do
grupo N-OH na estrutura do composto.

O HBT foi escolhido segundo um critério de eficiéncia (conforme referido na literatura
e apresentado na Revisdo bibliogrdfica).

Os dados disponiveis na literatura relativos a0 AV como mediador sdo escassos

tornando interessante o0 seu estudo no contexto deste trabalho.

A Figura 4-5 apresenta a influéneia da concentragfio da enzima na descolorag@o do
corante em presenga de acido fenotiazina-10-propitonico (CLF), HBT e AV,
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Figura 4-5 - Efeito da concentragiio de lacase na descoloragéio do RBBR

Usaram-se concentracdes de 11,0 mM de HBT e 5,7 mM de AV, as concentragdes que
se haviam determinado mais eficazes segundo ensaios prévios e apresentados em
4.3.2.2. O acido violirico (5,7 mM) foi mais eficaz que os outros mediadores, fendo
ocorrido mais de 90% de descoloragio em 20 minutos com 10 UmL™ de lacase (Figura
4-6)
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Figura 4-6 - Espectros de absorgiio do RBBR em presencga de lacase ¢ AV 5,7 mM.

(O intervalo de tempo entre varrimentos ¢ de 3 minutos).

A enzima em presenga do N-hidroxibenzotriazole (HBT, 11,0 mM) descora o RBBR
mais lentamente ¢ em menor extensio que em presenga do AV. Por outro lado,
inibigdo da lacase pelos radicais de HBT em excesso tal como referido por Li e
colaboradores (1999).

A preparago comercial, contendo como mediador acido fenotiazina-10-propionico, foi
a menos eficaz: ocorreu apenas 30% de descoloragio em 20 minutos de reaccéo, ndo se
verificando aumento significativo na descoloragiio por aumento da concentragiio da

enzima.
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4.3.2.2. Concentracdo de mediador

Estudou-se ainda o efeito da concentragiio de HBT (0 a 27,0 mM) (Figura 4-7) e de AV
(0 2 57,0 mM) (Figura 4-8) conjuntamente com a lacase (10 UmL™). Foram efectuados
ensaios de controlo sem corante que permitiram comprovar que, no intervalo de

concentragdes usado, 0 HBT ou o AV ndo interferem no ensaio com ABTS.
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Figura 4-7- Descoloragio do RBBR usando lacase e diferentes concentragdes de HBT
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Figura 4-8- Descoloragiio do RBBR usando lacase e diferentes concentragdes de AV

Nas figuras 4-7 ¢ 4-8 verifica-se que a descoloragio ocorre mais rapidamenie ¢ em
maior extensdo com AV que quando o HBT ¢ usado como mediador da reacgdo. Além
contrario, para concentracdes de AV de 57,0 mM h4 apenas uma ligeira inibigdo (uma

diminuigio de cerca de 10% no valor maximo de descoloracgio).
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A velocidade de descoloragiio em fungio da concentragdio de HBT e AV ¢ apresentado
na Figura 4-9,

0.25 4

Velocidade de descoloragio do RBBR (mM min-')

0 10 20 30 40 50 60
Mediador (mM)

Biacase + HBT  Eliacase+ VA

Figura 4-9 -Variacio da velocidade de descoloragiio do RBBR com a concentragio de
AV e HBT

A oxidag@o do RBBR ¢ dependente da concentragdo de mediador até determinado valor,
aproximadamente 11 mM para o HBT ¢ 5,7 mM para 0 AV. Para esta concentragao de
AV obteve-se uma velocidade de descolorag@o duas vezes superior do que com o dobro
da concentragio de HBT (11,0 mM).
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4.3.3. Detergentes

Para avaliar a influéncia na descoloragdio do detergente presente na preparagio
comercial estudou-se o efeito de trés detergentes nHo iénicos, de caracteristicas
quimicas diferentes, na oxidagio do RBBR com lacase. Com esse proposito usou-se um
detergente do tipo octifenol (Triton X-100), um detergente tipo éster de polioxietileno
(Brij 35) ¢ um detergente do tipo éster de sorbitol (Tween 20), todos eles em
concentragfes abaixo da sua respectiva concentragio micelar critica (CMC). Os ensaios
realizados com detergente mostraram comportamento semelhante ao da reacgio s6 com
corante ¢ mediador mas algumas diferengas nos resultados de descoloragdo obtidos
(Tabela 4-1).

Tabela 4-1 - Efeito dos surfactantes ndo-idnicos na descoloragiio do RBBR pela lacase

CMC (mM)  Surfactante (w/v %)  HBT (mM)  Descoloragdo (%)

Controlo - 4,400 33
) 9,000 59

Triton X-100 0,002 4,400 26
0,004 4,400 27

0,033 0,004 9,000 28

0,010 4,400 28

Tween 20 0,002 4,400 30
0,004 4,400 36

0,033 0,004 9,000 37

0,010 4,400 37

Brij 35 0,001 4,400 37
0,051 0,004 9,000 51

Analisando a percentagem de descoloragio do RBBR ap6s 30 minutos de reacglo,

verifica-se que o detergente nfio acentua essa descoloragdo e, em alguns casos, a sua
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.....

do Triton X-100 e Tween 20 e baixas concentragdes de HBT.

4.3.4. Comparacdo dos pardmetros cinéticos da reacgdo catalisada pela

preparagdo comercial e pela lacase

Os pardmetros cinéticos foram caleulados de acordo com a equagio de Michaelis-
Menten, assumindo tratarem-se de reacgles com cinética de pseudo-primeira ordem.
Assim, usando a preparagio comercial de lacase o K, '@ obtido para a oxidagio do
RBBR foi de 0,064 mM ¢ a Ve de 0,15 mMmin™.

No caso das reacgBes catalisadas com lacase ¢ mediadores (HBT e AV), uma vez
comprovada a dependéncia da concentragio do mediador, para cada concentragio de
enzima, foi determinada a concentragiio Optima de mediador nfio limitante. Quando se
usou a lacase com HBT (11,0 mm) o K, foi igual a 0,40 mM e a Vi, igual a 1,22
mMmin! . Para o caso do AV (5,7 mM) os valores foram de 0,59 mM e 3,3 1 mMmin™

para 0 Ko™ € a Vinax respectivamente.

4.3.5. Efeito da variagdo da concentragdo de HBT nos pardmetros

cinéticos da reacgdo de oxidagdo do corante

Escolheu-se para este estudo o processo mediado pelo HBT uma vez que este composto
claramente provocava inibigdio da reacgdo para concentragbes superiores a 11,0 mM.
Determinaram-se as constantes cinéticas (conforme condiges experimentais
especificadas em 2.4.8 ), usando varias concentragdes de HBT (7.0 mM; 9,0 mM e 11,0
mM), para fentar explicar 0 mecanismo subjacente ao processo de mediacfo.

Na Figura 4-10 apresenta-se a representagiio de Lineweaver-Burk para a oxidagio do

RBBR usando a lacase e HBT em varias concentragies.
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Figura 4-10 - Representagiio de Lineweaver-Burk para a oxida¢io do RBBR usando
lacase e HBT

A representagio grafica perspectiva uma reacgfio de multi-substrato, de acordo com a
explicaglio apresentada (Copeland, 1996; Brezonik, 1994), em que possivelmente estara

envolvido um mecanismo de ping-pong .
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4.4, Discussdo

A formulagfio comercial de lacase, que para além da enzima, contém também moléculas
de baixo peso molecular, nomeadamente um mediador redox e um detergente ndo
ionico de natureza ndo especificada, revelou uma estabilidade ligeiramente superior em
relagio & lacase isolada. Foi interessante notar que a diferenca de estabilidade térmica
entre as duas se torna menos marcada a temperaturas mais altas (acima de 60°C).
Apresentaram, no entanto, comportamento em relag@io a temperatura e pH similares.
Estes resultados sugerem que os aditivos presentes na preparagdo comercial contribuem
para a estabilizar, tornando-a resistente nomeadamente, a pequenas variagbes de
temperatura, durante armazenamento e transporte uma vez que se trata de um produto a

ser usado em ambiente industrial.

Nos ensaios relativos a descoloragdo do RBBR usando a preparac@io comercial de lacase
(ver 4.3.2), observou-se descoloragio rapida e completa do corante ao comprimento de
absorgo méxima (ver 4.3.2). Em contraste, a lacase isolada s6 produz descoloragdo no
RBBR quando ¢ adicionado o mediador redox.

Os mediadores redox, descritos pela primeira vez por Bourbonnais & Paice (1990),
permitem que as lacases oxidem compostos ndo fendlicos, expandindo assim a gama de
substratos que podem ser oxidados por estas enzimas. O mecanismo de acgio dos
sistemas lacase-mediador tém sido estudados exaustivamente em virtude do seu
potencial de aplicagio (Bourbonnais et al., 1995; Muheim et al., 1992, Novo Nordisk,
1998; Majcherczyk et al, 1999). Um exemplo disto € o conceito de lacase-mediador
para ¢ branqueamento da polpa na inddstria do papel, que representa uma aplicagfio
biotecnolégica de um processo baseado numa Gnica enzima lenhinolitica (Call &
Miicke, 1994, 1997). Ao longo dos anos foram descritos mais de 100 mediadores

redox incluindo os novos sistemas de polioxometalato,

A verificagiio de que a inclusdo do mediador é um pré-requisito fundamental para que a
descoloragio do RBBR ocorra contrasta com os resultados de Lonergan e

95
Aplicagio de sistemas enZimdticos a degradagdo de corantes téxteis



Descoloraglio de um corante antraquincnico por uma formulagdo com lacase

colaboradores. Os seus estudos com culturas de P. cinnabarinus (Schliephake et al |
1993; Jones et al., 1996) e lacase purificada destas culturas (Schiiephake & Lonergan,
1996} mostraram que a lacase sozinha podia descorar 0 RBBR. Em estudos posteriores,
usando lacase purificada, foram precisas cerca de Sh para descorar 10 a 60% do corante,
dependendo da idade da cultura da qual a enzima tinha sido purificada. Uma
justifica¢iio plausivel para esta discrepéncia de resultados podera estar na diferenga de
espécie filngica de que se obteve a lacase. O sistema lenhinolitico do P. cinnabarinus
ndo € usual, falta-lhe tanto lenhina peroxidase como manganés peroxidase ¢ a sua lacase
parece ter uma acgdio num conjunto de substratos mais alargado do que seria de esperar
para lacase de fungo de degradaglio branca (Eggert et al., 1996). Mas, por outro lado, é
interessante notar que um mediador natural, o a&cido 3-hidroxiantranilico, foi
identificado neste fungo (Eggert et al., 1996a).

O presente trabalho refere um processo de descoloragfio eficiente, usando lacase e AV
conjuntamente. A prepara¢io comercial de lacase, que contém 4cido fenotiazina-10-
propidnico como mediador, revelou-se menos eficaz na descoloragiio do RBBR que a
lacase adicionada do mediador, permitindo descorar apenas cerca de 30% do corante em

condigbes experimentais idénticas.

O acido violirico permitiu descoloragGes superiores as do HBT. Este Gitimo provoca
inibico da reacg@o para concentragbes superiores a 11,0 mM nas condigdes ensaiadas,
Este comportamento parece ser devido aos radicais de HBT gerados pela interacglio
com a lacase que se sabem ser a espécie mais reactiva no sistema lacase-mediador (Call
& Miicke, 1997). Devido & sua alta reactividade, estes radicais podem também induzir
reacples nas cadetas laterais de amino-acidos da enzima, inactivando-a (Pfaller et al.,
1998), o que pode explicar a inibigio observada. Pfaller e colaboradores, estudaram a
toxicidade da combinagdo de lacases fingicas e mediadores relativamente ao processo
de deslenhificacdo. De mais de 6 lacases fungicas diferentes, cerca de metade eram
inibidas em menor extensdo pelo AV que pelo HBT, indicando também que esta
inibiglo € dependente da espécie de que a enzima ¢ origindria.
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Outros investigadores (Xu,1996; Li et al, 1999) compararam lacases fingicas em
combinagdo com varios mediadores redox e concluiram que o potencial redox das
lacases varia dependendo da fonte da enzima. Isto pode condicionar consideravelmente
a necessidade e/ou a natureza do mediador redox para que a degradagdo de um

determinado composto possa ocotrer.

Outras fenoloxidases, para além da lacase, foram associadas com a oxidagiio do RBBR,
Ollika e colaboradores (1993) referem uma descoloragio de 75% do RBBR usando um
extracto bruto do fungo com lenhina peroxidase. No entanto, a presenca de outros
agentes como o &lcool veratrilico ou outras enzimas podem ter contribuido para esta
descoloragiio. Peralta-Zamora e colaboradores (1999) referiram que a lenhina
peroxidase de P. chrysosporium pode descorar cerca de 30% do RBBR num mlL de
mistura reaccional, mas o “scaling up” da reacglo nfio é possivel devido as grandes

quantidades de enzima necessarias.

Uma RBBR oxigenase parcialmente caracterizada, até hoje apenas referida no Pleurotus
ostreatus {(Vyas & Molitorys, 1995; Shin et al,1997) e mais recentemente em Irpex
facteus (Novotny et al., 2000) pode também descorar este corante. Em culfuras de
Pleurotus ostreatus esta enzima apresenta um K, entre 11 a 50 uM para o RBBR,
variando com a idade das culturas. A constante de afinidade aparente referida para a
RBBR oxigenase era da mesma ordem de grandeza que a obtida no nosso trabalho para
a preparagio de lacase comercial. No entanto, a reacgdo foi mais lenta (Vi = 0,58

uMmin™) do que a referida neste estudo para a lacase.

O RBBR tem sido usado no “screenning” da actividade lenhinolitica de numerosos
fungos (Gold et al.,, 1988). No entanto hi que ter em conta que esta metodologia de
“screening” apresenta algumas limitages. Por exemplo, Lonergan e colaboradores
(1993) referiram que podem ocorrer resuitados falso negativos dependendo da
temperatura ¢ meio de cultivo usado. Os nossos resultados sugerem que um fungo que

tenha lacase e o correspondente mediador redox natural, serd mais facilmente detectado
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usando RBBR como substrato cromogénico, se excluirmos a possibilidade de eventual
adsor¢o do corante pelo fungo.

Hatakka (1994) classificou os fungos de degradacdo branca em quatro gmf)os
dependendo da combinagBio de fenoloxidases/oxidases excretadas pelo fungo. De
acorde com esta classificagio, fungos nfio produtores de lacase, nomeadamente o grupo
daqueles que produz lenhina peroxidase e manganés peroxidase, seriam

consideravelmente mais dificeis de detectar usando RBBR como substrato indicador.

Os resultados do estudo cinético usando varias concentragBes de HBT, sugerem tratar-
se de uma reacgio de multi-substrato em que possivelmente estard envolvido um
mecanismo de ping-pong. Este mecanismo envolve a ligagio do mediador & enzima e
transferéncia do electrio para outro centro activo da enzima, transferindo-o depois para
o corante (segundo substrato), que nfo pode ligar-se directamente a enzima livre. O
mediador tem nesta reacgic o papel de transportador dos electrdes envolvidos no

processo redox.

Os trés tipos diferentes de detergentes ndo idnicos estudados ndo melhoraram a
descoloragio do RBBR. Em determinados casos, Triton X-100 e Tween 20, observou-se
como descrito por Eriksson (1990). A principal fungio do detergente nfo idnico
presente na preparagio comercial parece estar, sobretudo, relacionado com a
necessidade de estabilizacdo do produto comercial.
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5. Efeito da glucose -1- oxidase e glucose -2~ oxidase em compostos
quinonicos

5.1 Introdugdo

Um aspecto importantissimo a considerar na utilizago de sistemas enzimaticos na
biodegradagio de xenobidticos diz respeito s sinergias que poderio ser desenvolvidas
entre as varias enzimas lenhinoliticas.

A sinergia entre enzimas lenhinoliticas nfio € de todo desconhecida, Ha todo um outro
conjunto de enzimas que intervem na degradacdo da lenhina, para além das peroxidases
e outras oxidoredutases cujo efeito conjugado de sinergias com a lacase é ainda um
mundo desconhecido a explorar.

Mas, o estudo da cooperagio entre enzimas pressupde a investigagio da sua acgiio

isolada em substratos interessantes do ponto de vista de mecanismo degradativo.

A escolha das oxidoredutases dos agucares, objecto do estudo documentado neste

capitulo, deveu-se principalmente aos aspectos que a seguir se enunciam;

a) Serem enzimas versiteis do ponto de vista de acgfio, actuando em compostos,
nomeadamente do tipo antraquinonico e fendlico, que poderfo estar presentes
nos banhos residuais téxteis, como resultado da degradagiio de corantes.

b) Estarem relacionadas com a lacase em processos degradativos.

¢) Serem uma nova aposta no dominio téxtil em processos de brangueamento.

d} Poderem vir a fazer parte de um cocktail enzimético, juntamente com a lacase,

na degradagfio de corantes téxteis.

As oxidoredutases dos agucares intervém, in vivo, em processos de polimerizagio
subsequentes a reacgbes com fenoloxidases. A cooperagio da glucose-1-oxidase com a
lacase na eficiéncia dos processos de despolimerizacio da lenhina provocados pelos
fungos de degradaglio branca, nomeadamente por Trametes versicolor, foi objecto de
estudo recente (Leonowicz et al, 1999).
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O facto destas enzimas, presentes na maioria dos fungos de degradagio branca,
actuarem como dadores de perdxido de hidrogénio tem sido investigado (Eriksson,
1990; Kersten, 1990; Guilién et al., 2000; Mazullo et al., 1995). Por esta razdo, o estudo
da cooperagio destas enzimas com as peroxidases tem vindo a ser objecto de interesse.
Neste contexto, a glucose-1-oxidase ¢ uma das enzimas que tem sido proposta para ser
usada nos processos de preparagio téxtil em alternativa aos processos de

branqueamento classico com utilizac8o de produtos quimicos {Yang et al,, 2000).

A glucose-1-oxidase € uma enzima que oxida preferencialmente a glucose (Kurek e
Kersten, 1995).

A glucose-2-oxidase (EC 1.1.3.10) catalisa a oxidagio da D-glucose € outras piranoses
ao nivel do segundo atomo de carbono na presenga de oxigénio, produzindo 2-
cetoaldoses ¢ peréxido de hidrogénio (Vole & Eriksson, 1988).

Estas duas oxidases tém vindo a revelar-se capazes de actuar em substincias diversas
dos seus substratos naturais, nomeadamente compostos aromaticos complexos, Mas, a
glucose-2-oxidase, em comparagio com a primeira, parece actuar numa maior variedade
de substratos, provavelmente, devido a caracteristicas funcionais ainda nfio esclarecidas
(Costa-Ferreira et al., 1997).

No presente trabalho, a interacgiio de quinonas com glucose-2-oxidase (G2O) e glucose-
i-oxidase (G10O) foi estudada. A glucose-2-oxidase foi purificada de Trametes
versicolor a sua ac¢iio comparada com a da glucose-1-oxidase comercial de Aspergillus
niger. Os resultados obtidos demonstraram a capacidade da G10 e da G20 modificarem

quinonas com estruturas quimicas diversificadas.
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5.2 Materiais e métodos

5.2.1. Quimicos

As quinonas (Figura S5-1), 2,6-dicloro-4-(cloroimida)-2 5-ciclo-hexadien-i-ona (RG),
2,6-dibromoquinona-4-clorimida (Q1), 5,6-dicianc-2,3-dicloro-1,4-benzoquinona (Q2),
1,8-dihidroxi-9, 10-antracenodiona (Q3 ), 1,4-benzoquinona (Q4 ), Sal de sédio do 2,6+
dicloroindofenol (DPIP), 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (DMQ), 3,5-di-tert-butil-o-
benzoquinona (DTBB) and 2-metoxi-1,4-benzoquinona (MQ) foram oferecidas pela
Dra. Maria José Costa-Ferreira (INETT).

As quinonas RG (6 mg), Q4 (3,1 mg) ¢ DTBB (6,7mg) foram dissolvidas em 10 mL
etanol 99%; Q1 (9,2 mg) e Q2 (6,9 mg) dissolveram-se numa mistura de 1,0 mL etanol
99% + 9,0 mL édgua; DPIP (11,5 mg) dissolveu-se em 10ml 4gua; Q3 (3,4 mg
dissolveu-se numa mistura de 1,0 mL NaOH 0,5 M + 9,0mL 4gua; MQ (2,5 mg) em
0,75 mL metanol ¢ DMQ (4,1 mg) em 2,02 ml. metanol,
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Figura 5-1 - Estruturas quimicas das quinonas estudadas

Os valores de absortividade molar (g) calculados para as quinonas em que a acgfio das

enzimas se mostrou relevante sdo apresentados na Tabela 5-1.
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Tabela 5-1 - Valores de absortividade molar (g) determinados para as quinonas

Composto A (nm) (solvente) g (M em™)
RG 366nm {etanol 99%) 19156

Q1 292 (etanol/dgua 1:10) 10505

Q3 264 (NaOH 0,5 M/égua 1:10) 21159
DPIP 600 (4gua) 38400
DTBB 420 (etanol 99%) 31100

MQ 386 (metanol) 1704

DMQ 289 (metanol) 5607

O metanol, o etanol 99% ¢ o NaOH foram adquiridos & Merck (Portugal), a DTBB ¢
glucose, foram adquiridos a Sigma (St. Lois, USA). Todos os produtos quimicos foram
usados em, pelo menos, grau analitico.

Todas as solugbes de quinonas foram usados no dia em que foram preparadas.
5.2.2. Enzimas

A “horseradish peroxidase” foi comprada a Aldnich.

A glucose-1-oxidase foi comprada 4 Sigma (St. Lois, USA).

A glucose-2-oxidase foi extraida de 7. versicolor e purificada usando o método de Vol
¢ Eriksson (1988) modificado conforme descrito em 5.2.3.

5.2.3. Purificagdo Glucose-2- oxidase (G20) de Trametes versicolor

O micélio congelado do fungo foi sujeito a uma extracgiio com tampao de fosfato 50
mM, pH 6,5, homogeneizado em Ultra-Turrax (LKA-Labortecchinik) durante 4 minutos
¢ sonicado (Labsonic 2000, B. Brawn) durante 90 segundos a 160 waits, sendo
centrifugado de seguida a 12 000g, durante 20 minutos, obtendo-se o extracto de células

fivres.
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A G20 extraida de T. Versicolor foi purificada usando o método de Volc e Eriksson
{1988). O extracto celular foi diluido na proporgéo de 1:1 com tampdo fosfatos 50 mM,
pH 6,5, contendo 1,2 M de sulfatoc de amodnio e foi aplicado numa coluna de
Butiolsepharose (Pharmacia) ¢ eluido em gradiente decrescente de sal. As fracedes com
actividade foram reunidas e eluidas numa coluna de Sepharose Q (Pharmacia) de fluxo
rapido, previamente equilibrada com tampéo de fosfatos. A G20 eluiv com o aumento
de gradiente (0 a 0,4 M) de NaCl,

A electroforese da enzima nativa (PAGE 10% ) revelada com nitrato de prata mostrou

que a enzima pura migrou como uma banda Gnica.
5.2.4. Determinagdo da actividade enzimdtica e teor em proteinas

A actividade da glucose-1-oxidase ((G10) e a glucose-2-oxidase (G20) foi determinada
com o-dianisidina/ horseradish peroxidase (Bergmever, 1974).

Uma TU de actividade da oxidase foi calculada pela formagio de uma pmole de produto
resultante da oxidagdo (castanho) por minuto usando um coeficiente de extingfio molar
de 8.3 mM ! em™ '

A determinago de proteinas foi feita segundo o método de Lowry modificado (Ohnishi
& Berr, 1978) usando Micro Protein Determination (Sigma Diagnostics, St. Louis,

USA) com albumina bovina como proteina padrio.
5.2.5. Redug¢do das quinonas pela Glucose-1-oxidase e (lucose-2-oxidase

A mistura reaccional para avaliagdo da capacidade redutora das enzimas consistiu em
0,1 mL de solugdio de quinona {0,1 mM para todas as quinonas com excepgdo da 2~
metoxi-1,4-benzoquinona, 0,12mM e 2 6-dimetoxi-1,4-benzoquinona, 0,41mM), 0,16
UmL"? de enzima, 0,5 mL de solugio de glucose (160 mM) e 50 mM de tampiio de
fosfato, pH 4,5, num volume total de 3 mL.

Todas as reacgBes foram incubadas a 30°C até tempo méaximo de 24 horas.
Imediatamente apés a adig8o da enzima, fez-se o varrimento do espectro de absorgio da

mistura analisando-se os resultados entre 200 ¢ 700 nm de 5 em 5 minutos usando um
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espectrofotometro Unicam UV2, A reduglio do composto é monitorizada pela variagiio
de absorvancia no respectivo comprimento de onda de absorgio maxima.
Todos os ensaios foram feitos em triplicado e realizaram-se paralelamente ensaios

controlo, sem enzima, sob idénticas condigdes experimentais.

53 Resultados

A influéncia da temperatura e do pH tinha sido previamente estudada por Costa-Ferreira
e colaboradores (1998), tendo sido definida a temperatura de 30°C e o pH de 4,5 como
as condiches experimentais mais convenientes.

A concentragio de glucose a usar nos ensaios de redugiio foi determinada usando DTBB
como padric ¢ assumida para todos os outros compostos estudados. Os motivos desta
esscolha prenderam-se com o facto de existirem estudos prévios e em curso pelo grupo
de investigacdo liderado pela Dr. Maria José Costa Ferreira (INETT) (nfio incluidos

neste estudo) com esse composto ainda que usando enzimas diferentes.
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5.3.1. Efeito da concentragdo de glucose e de enzima na reducdo da DTBB
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Figura 5-2 - Efeito da concentragio de glucose na reducio da DTBB medida através da
percentagem de descoloragiio

Fez-se variar a concentragiic de glucose de 0,0 a 340,0 mM na mistura reaccional
{conforme descrito em 5.2.5) e avaliou-se o efeito desta variagdo na redugéo da DTBB.

Os resultados apresentados na Figura 5-2 mostram que a reacgdio ¢ dependente da
presenca € concentragio de glucose. A melhor concentragio de glucose, nas condi¢les

reacionais ensaiadas, foi 160,0 mM. Acima desta concentragio, parece haver inibigio.
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Figura 5-3 - Efeito da concentragio de G10 e G20 na redugio da DTBB

O efeito da concentragio de enzima na reducio da DTBB foi estudado usando até 2
UmL" de G10 ou até 1 UmL™" de G20 (Figura 5-3). O uso de téo baixas concentragbes
de enzima justifica-se pela alta velocidade apresentada por estas reacgdes.
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5.3.2. Efeito do tratamento enzimdtico nos espectros de absor¢do das

quinonas

A acgio da G10 e da G20 na modificagic das quinonas fol comparativamente avaliado

pelas variacBes de absorvincia registadas entre 200-700 nm.

Os espectros de absorcc das quinonas Q2 e Q4 ndo registaram qualquer alteragio em
24 horas de ensaio, independentemente da concentragdo e tipo de enzima usada {(G10
ou G20).

A DPIP foi completamente reduzida pelas duas enzimas mas a velocidade

significativamente diferente, como se observa na Figura 5-4 e Figura 5-5.
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Figura 5-4 - Espectros de absor¢io do DPIP depois do tratamento com G2O.

{O intervalo de tempo entre varrimentos ¢ de 5 minutos).
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6.0 Absorbanoa
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Figura 5-5 - Espectros de absorgiio do DPIP depois do tratamento com G10.

(O intervalo de tempo entre varrimentos ¢ de 5 minutos).

As quinonas RG, Q1 e Q3, soffem variacdes no espectro apenas nos primeiros 10
minutos de reacg8o. Essas alteragfes s#o rapidas no caso da RG (Figura 5-6) e na Figura
5-7) ¢ Q1 (Figura 5-8 ¢ na Figura 5-9) e apenas ligeiras para a Q3.
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Figura 5-6 - Espectros de absorg#o do R(G depois do tratamento com G10.

(O intervalo de tempo entre varrimentos € de 5 minutos),.
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Figura 5-7- Espectros de absor¢io do RG depois do tratamento com G20.

(O intervalo de tempo entre varrimentos € de 5 minutos).
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Figura 5-8 - Espectros de absorgdio do Q1 depois do tratamento com G10.
(O intervalo de tempo entre varrimentos € de 5 minutos).
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Figura 5-9 - Espectros de absor¢io do Q1 depois do tratamento com G20,
(O intervalo de tempo entre varrimentos € de 5 minutos).
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A redugiio da MQ é completa e rapida com a G20 (Figura 5-10) o que nfo acontece
guando a reac¢io ¢ catalisada pela G10 ( Figura 5-11)
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Figura 5-10- Espectros de absorgio do MQ depois do tratamento com G20.

(O intervalo de tempo entre varrimentos ¢ de $ minutos).

113
Aplicacdo de sistemas enzimdticos a degradacdo de corantes téxteis



Efeito da glucose-I- oxidase e glucose-2- oxidase em compostos quinénicos
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Figura 5-11 - Espectros de absor¢io do MQ depois do tratamento com G10.

{O intervalo de tempo entre varrimentos é de 5 minutos}).

Os nossos ensaios apresentam uma alterag&o muito ligeira da DMQ com a G20 e séio
precisas 24 horas para que isso acontega. Na reacgio catalisada pela G10 ndo se regista

qualquer alteragfo nas condigOes ensaiadas,

As Tabelas 5-2 e 5-3 resumem os resultados obtidos para as quinonas ensaiadas.
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Tabela 5-2 - Intervalo de tempo em que se verificaram alteragies nas quinonas

Quinona Intervalo de tempo (min)®
(10 G20
RG 16 16
Qi 16 16
Q3 16 10
DPIP 210 20
DTBR 180G 9G
MQ 180 10
DMQ >24h >24h

¥ Redupio méxima calculada em condicBes idénticas para as duss enzimas

Com base nos resultados obtidos na determinagio de proteinas (37 mgL’ para a
Glucose-1-oxidase 170 mgL™" para a Glucose-2-oxidase) e nas redugbes de absorgio ao
comprimento de onda maximo para cada quinona, calculou-se a redugio maxima obtida
para cada caso, em pmoles de quinona, por unidade de tempo (min) e por mg de

proteina (Tabela 5-3).
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Tabela 5-3 - Redugio maxima das quinonas

Redugio maxima ® (umoles min™ mg™ proteina)

Quinona G10 G20
RG 2,20 2,26
Q1 0,89 0,75
Q3 0,31 0,14
DPIP 0,19 3,50
DTBB 0,18 0,63
MQ 0,37 2,30
DMQ 0,00 0,00

 Redugiio maxima calculada em condicies idénticas para as duas enzimas

5.4 Discussdo

As quinonas sfo normalmente reduzidas a hidroquinonas quando em contacto com
extractos de fungos (Guillén et al, 2000). Essas reacgies dependem da espécie de fungo
em questio e sdo influenciadas pelas condigGes ambientais (pH e a temperatura), mas
outros factores como a estrutura quimica do substrato quindnico, no que diz respeito ao
nimerc ¢ posicio de substituintes ou o potencial redox também influenciam a sua
extensdo.

As oxidoredutases dos agucares podem ser produzidas em larga escala e t€m vindo a ser
propostas para prevenir a polimerizagio de compostos radicalares muito reactivos
resultantes da oxidagio pelas fenoloxidases (como a lacase). Esta ideia surge do facto
de que estas enzimas parecem intervir na regulagio da lacase ¢ de peroxidases “in
vive”, reduzindo os radicais fenoxilo formados e diminuindo a repolimerizagio dos

fendis formados na degradacio
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A interacgio da G20 com a lacase (Figura 5-12) poderé ser do mesmo tipo que a
cooperagio das CDH/CBQ (Celobiose desidrogenase/ Celobiose: quinona 1-
oxidoredutase) com a lacase, referida por Ander (1994).

Quinona
Glucose : ;
Radical Fenoxilo H,0
G20 Lacase
Lactona Fenois 0,

Figura 5-12 - Mecanismo de acglio da G20 e lacase na oxidagio-redugiio dos fendis

Note-se¢ que este mecanismo ndo exclui a participaglio possivel de outras redutases,
como foi descrito por Brock e colaboradores (1995).

Hé muito que se conhece a redugfio do di-cloroindofenol pela glucose-1-oxidase. Mais
recentemente, Costa-Ferreira et al. (1997) mostraram a reducdio deste composto pela
G20 de Polyporus obtusus ¢ Trametes versicolor, referindo diferencas notaveis entre
esta enzima e a G100 de 4. nmiger. Os nossos resultados corroboram os desses
investigadores na medida em que demonstram o diferente comportamento das varias

quinonas estudadas conforme sdo sujeitas a ac¢fio da G10 e da G20,

A DTBB, usada como substrato na determinagiio da actividade da CDH por Ander e
Eriksson {1977) e desde entdo frequentemente utilizada, foi também completamente
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reduzida pelas duas enzimas mas a velocidade de reduglo foi significativamente
diferente, 0,18 pmoles min" por mg de proteina no caso da G10 e 0,63 pmoles min’

por mg de proteina no caso da G20.

As quinonas com um &tomo de azoto substituindo o oxigénio, RG, Q1 ¢ DPIP,
apresentam resultados menos previsiveis se considerarmos a sua reactividade relativa. A
Ql, atendendo ao facto de ter na sua molécula substituintes mais electronegativos,
deveria ser mais facilmente reduzida que a RG. Contudo, esse facto nfio se confirma
com base nos presentes resultados experimentais, Nas condigdes reacionais usadas, a
RG foi a quinona que mais alteracGes registou. A DPIP apresentou, no entanto, a maior
diferenga deste grupo de quinonas no que respeita 4 ac¢fio relativa das duas enzimas
estudadas, cerca de mais 18 vezes de substrato transformado por acgio da G20.

No caso das p-quinonas estudadas, Q2, Q4, DMQ e MQ, apenas as que apresentavam
substituintes do tipo metoxilo, na sua estrutura quimica, DMQ e MQ, sofferam
alteracfes por acgdo das enzimas. Essa acgo foi mais intensa para o caso da G20 mas
as duas enzimas provocaram maior alteragio no composto mono-substituido.
Assumindo que as quinonas tém igual apeténcia para o centro activo das enzimas, era de
prever que a MQ fosse mais facilmente redutivel que a DMQ uma vez que o aumento
de grupos dadores de electres, do tipo metoxilo, tornam mais dificil a redugio. Assim,
do ponto de vista quimico, a DMQ € menos reactiva que a MQ.

A redugio da MQ é completa e rapida com a G20: 2,3 pmoles de composto MQ min™
mg? de proteina sio modificados quando a reacgio ¢ catalisada por esta enzima.

Mas no caso da G10, a reacglio é muito mais lenta, 0,37 umoles min” mg? de proteina
Ander (1996) verificou que a MQ sofria redugio ripida pela CDH mais CBQ (Vi5ax 166;
K™ 100pM; K 1,890s™), 4 semelhanga do que havia sido previamente proposto por
Westmark e Eriksson (1974). Mas para o caso da DMQ verificaram uma redugio muito
mais lenta (Vinas 46,5; K ¥ 200puM; Ko 52857).

Sabe-se que concentragles de cerca de 10 pM de DMQ sfo suficientes para inibir
enzimas como as lacases de Phlebia radiata e Coriolus versicolor em 50% (Rogalski et
al., 1995} ¢ embora Ander (1996) verificasse que 0,41 mM de DMQ nfio inibia a CDH,
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nada se sabe acerca do que acontece a esse respeito com a G1O ou 2 G20. Podera

suceder uma inibigio das enzimas provocada pela concentragiio de DMQ.

Para além dos motivos estruturais atras analisados e da consideragdo de factores de
selectividade enzimatica, n#o podemos terminar esta analise sem referir a
reversibilidade destes processos de oxidacdo-reduclo que ndo foi objecto deste estudo.

No entanto, os resultados aqui apresentados sugerem que as Glucose-l-oxidase ¢ a
Ghucose-2-oxidase poderdo ser catalisadores da degradagio de compostos resultantes da
metabolizaciio de corantes ou outros xenobibticos, nomeadamente quinonas metoxiladas

e nitroguinonas.
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6. Conclusdes gerais

O Denil.ite™, uyma preparacic comercial contendo lacase e usada industrialmente para
acabamento de jeans tingidos com indigo, descora o RBBR de maneira eficaz. Quando
se fez reagir o RBBR com a preparagio comercial contendo 10 UmL™’ de lacase,
observa-se¢ uma descoloragio completa ao comprimento de onda de absorgdo maximo,
apos duas horas a pH 5,5 e a uma temperatura de 60°C.

Procedeu-se, entio ao isolamento e purificagio da lacase avaliando de seguida a
estabilidade e comportamento relativamente ao pH e temperatura da enzima isolada. O
estudo de estabilidade comprovou uma perda de estabilidade térmica de cerca de 30% a
30°C, comparativamente com a preparagio comercial. Esta diferenca tornava-se menos
acentuada (inferior a 10%) para temperaturas superiores (50°C e 60°C). O seu perfil de
pH e temperatura, no entanto, € semethante, com um maéximo de actividade a pH 55 ¢
60°C. Mas, verificou-se que a enzima isolada n#io tinha qualquer acglio na descoloragiio
do RBBR. Esse facto determinou o estudo da influéncia dos demais componentes da
preparacio comercial: o detergente ndio i6nico ¢ o mediador.

Em virtude de nio se conhecer o detergente incluido na preparagio comercial, analisou-
se entdo a interferéncia na reacgio enzimatica de descoloragdo do RBBR com a lacase
pura de trés detergentes ndo idnicos de caracteristicas quimicas diferentes: um
detergente do tipo octifenol (Triton X-100), um detergente tipo éster de polioxietileno
(Brij 35) e um detergente do tipo éster de sorbitol (Tween 20), todos eles em
concentragles abaixo da sua respectiva concentraglio micelar critica (CMC). Os
resultados destes ensaios revelaram a ndo interferéncia destes compostos na reacgio
catalisada pela enzima, levando a admitir que a sua presenca na preparagdo comercial se
deva, sobretudo, 3 necessidade de estabilizaglio do produto e cumprir os requisitos de
conservagio e armazenamento necessarios a uma substincia para uso industrial.

Em contraste com os resuitados do estudo da influéncia do detergente, o uso de
mediador associado a lacase revelou-se um requisito absoluto para que a descoloragdo
do corante ocorra.

O resultado dos ensaios com os diferentes mediadores, atestaram a importincia da

natureza do mediador neste processo. A promazina, escolhida pela semelhanca
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estrutural com o acido fenotiazina-10-propidnico inchuido no DeniLite™ ndo revelou
qualquer eficécia na mediagfo da reacgio de descoloragio do corante.

No entanto, o acido violdrico mostrou ser, dos mediadores estudados, aquele que
provocava menor efeito inibitorio por concentragio, na descoloragio do composto
antragquindnico.

O N-hidroxibenzotriazole, ainda que revelando eficicia como mediador, provocou
marcado efeito inibitorio para concentra¢Ses acima de 11,0 mM (nas condigBes
experimentais usadas).

Do trabalho experimental até aqui inunciado decorre a conclusio de que o Denil.ite™ ¢
um preparado comercial que inclui uma lacase robusta e capaz de descorar o RBBR ¢
eventualinente outros compostos do mesmo tipo.

Por sua vez, a comparagio das constantes cataliticas determinadas neste estudo com as
descritas na literatura para descoloragio do RBBR, sugere que a lacase usada no
presente estudo € mais eficiente que outras enzimas referidas na literatura desde que o
mediador esteja presente.

A extensdo do estudo a outros corantes té€xteis, do tipo disazo com hidroxilo em posi¢io
para ¢m relagio a ligago azo, permitiu constatar que esta lacase pode também descorar
estes compostos € sem necessidade de mediador. Assume contudo, uma importancia
determinante o tipo de substituintes nos anéis benzénicos do corante. Derivados com
grupos dadores de electrGes no anel fendlico, como os grupos mefoxilo e metilo,
potenciam a ac¢do da lacase, podendo marcar a diferenga entre serem ou ndo substratos
da enzima.

Apenas os corantes soliveis em é4gua parecem poder funcionar como substratos da
lacase per se ou com mediador associado. Carece de investigagfo a importéncia dog
grupos sulfonicos na molécula de corante no mecanismo de biotransformagio destes
COMPOSLOS,

A adiglio de compostos como o acido violGrico pode em casos em que a enzima nio
actua sozinha, alargar o espectro de acgfio do catalisador, como comprovaram os
resultados obtidos para o caso do corante V.

A semelhanga do que acontece para o caso do corante antraquindnico, nio é indiferente

o tipo de mediador usado no processo enzimatico de descoloracdio. Enquanto a presenca
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do AV acelerou as reacgBes de descoloragdo destes compostos ¢ permitiy gue
OCorTessem em casos em que a lacase sozinha nfo apresentava qualquer efeito, o HBT

n3o teve ¢ mesmo efeifo mediador nestes processos.

Ha todo um “universo” de enzimas a ser estudado do ponto de vista de aplicaglio &
degradacio de corantes téxteis e seus derivados presentes nos efluentes. Escolhemos
iniciar este estudo usando as “oxidoredutases dos agucares”. Estudos descritos na
literatura atestam a possibilidade destas intervirem como reguladores de processos de
oxidagdo-redugdo “in vivo”

Os ensaios realizados com quinonas de estrutura molecular diferenciada, comprovam a
acgiio destas enzimas na modificacio destes compostos. Nestas reacgdes, as quinonas
sdo, provavelmente, reduzidas a hidroquinonas em reacgles que dependem, entre
outros, do numero e posigio de substituintes nos compostos quindnicos. O estudo
comparativo da acglio da G20 de Trametes versicolor com a G10 de Aspergillus niger
apresenta diferencas em termos de especificidade de substrato no universo de quinonas
estudado, apresentando a primeira, acgfio num conjunto mais amplo de compostos. Ha
ainda diferengas em relagdo a velocidade de reacgfo para cada uma das quinonas. Estas
diferengas ndo podem, contudo, ser explicadas exclusivamente com base nas diferengas
quimicas e estruturais dos compostos. Questdes de selectividade enzimatica terfio que
ser levadas em considerag#o.

A quantidade de enzima necessaria nestes processos ¢ pequena, 0,16 U mL™” catalisam
até 3,50 :moles de substrato quinénico por minuto e por proteina. No entanto, a
obrigatoriedade de presenga da glucose em concentragfes apreciaveis (um valor éptimo
de 160 mM) é um aspecto menos positivo a considerar em termos de aplicagio a

degradacio de corantes téxteis.
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7. Perspectivas futuras

Neste trabatho imiciou-se a investigacio da ac¢lo de enzimas como a lacase ou as
glucose oxidases na degradag@io de corantes téxteis, seus percursores ou produtos de
degradagio.

Por cada problema resolvido surge todo um conjunto de novas questdes, de aspectos de
mvestigagdo interessantes e que urgem esclarecer, para se possam aplicar na pratica
estes sistemas. Os mecanismos envolvidos em cada uma das reacgdes a que se aludiu na
tese sd3o alguns desses aspectos. Para isso, ha que isolar e caracterizar os compostos
resultantes destas complexas reacgdes enzimaticas. As técnicas hifenadas,
cromatograficas e espectroscopicas (HPLC, espectroscopia de massa, FTIR ¢ RMN)
serdo obrigatoriamente o suporte analitico para se atingir este objectivo em que se

comegou ja a investir trabalho.

Q alargamento do estudo a outros compostos, quer corantes quer mediadores serd outra
das vias a explorar. E fundamental definir, tio exaustivamente quanto possivel, as
relagBes estrutura quimica-actividade das enzimas, de forma a prever ¢ comportamento
destes processos enzimaticos e poder avangar no sentido do seu dimensionamento em

mais larga escala.

QOutro aspecto importantissimo diz respeito as sinergias que poderdio ser desenvolvidas
entre a lacase e as outras enzimas. Na natureza, a lacase ndo actua so. De facto, in vivo,
requer outras enzimas nos processos complexos em que intervém. Ha todo um outro
conjunto de enzimas, para além das peroxidases e outras oxidoredutases cujo efeito
conjugado de sinergias com a lacase ¢ ainda um mundo desconhecido a explorar nestes
processos de biodegradacio. A VAQ (veratril alcool oxidase) podera ser uma outra
opgdo uma vez que se sabe que actua sinergicamente com a lacase prevenindo a
polimerizagio dos radicais fenoxilo formados. O estudo da cooperaglio entre a lacase e

as glucose oxidases foi ja iniciado.

125
Aplicacdo de sistemas enzimdticos d degradacdo de corantes téxteis



Perspectivas futuras

Este aspecto da cooperagio entre enzimas podera, eventualmente, traduzir-se na acgdo
sobre substratos diferentes, de que foi exemplo o estudo com as glucose oxidases
apresentado neste trabatho ou optimizaciico da acg@o enzimatica, por exemplo, na
remogdo de eventuais inibidores. Muito ha a estudar acerca de eventuais inibigdes por
parte de outros produtos resultantes do processamento téxtil e presentes nos efluentes

descarregados.

Uma outra area apaixonante € a da imobiliza¢80 destes catalisadores. A rentabilizagio e
aplicagio pratica destes processos depende obrigatoriamente da possibilidade de se
poderem reutilizar as enzimas. O desenvolvimento de técnicas que permitam a
imobilizacio quimica destas enzimas, sem perda da sua actividade catalitica permitira a

implementagdio pratica destes processos.
Niéo foi objectivo deste trabalho o estudo da toxicidade destes processos. Ainda que

conscientes da preméncia desse aspecto mas realistas na disponibilidade de tempo,

considerou-se que esse assunto terd que ser remetido para trabalbos futuros.

E assim comega a historia....
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ANEXO 1

Preparagio dos corantes I-1H

Arrefeceu-se uma mistura de p-aminobenzidina (3,94 g, 0,02 moles) em dgua (40 ml) e
HCI concentrado (35 %, 6 mL) a 5°C (banho de gelofacetona) e adicionou-se uma
solugio de NaNOy 5N (4 ml).

Deixou-se em agitagfo até a diazotagio terminar (confirmou-se com papel de amido-
iodeto), cerca de 30 minutos.

A uma mistura do componente de acoplamento (3-metilfenol, 2,5-dimetilfenol ou dcido
3-aminobenzenossulfonico, 0,02 moles) em agua (30 mL) juntou-se NaQH para manter
o pH entre 8-9. Armrefeceu-se a solugdo resultante a 5°C e adicionou-se-lhe lentamente a
solugéo do sal de diazénio. Manteve-se a temperatura entre 5a 10°CeopH a 8.

Quando terminou a reacgio de acoplamento adicionou-se HCl concentrado (35 %) até
pH 7. Filtrou-se o corante que precipitou, lavou-se com agua destilada e secou-se a

80°C. O produto foi cbtido com grau de pureza superior a 95 %.

Preparagio dos corantes IV

Arrefeceu-se uma mistura de acido 3-aminobenzenossulfonico (3,46 g, 0,02 moles) em
dgua (40 mL) e HCI concentrado (35 %, 6 mL) a 5°C (banho de gelo/acetona) e
adicionou-se uma solugdo de NaNO; 5N (4 mL).

Deixou-se em agitagiio até a diazotagfo terminar (confirmou-se com papel de amido-
iodeto), cerca de 15 minutos.

Arrefeceu-se uma mistura de l-naftilamina (2,86 g, 0,02 moles) em agua (30 mL) e
HCl concentrado (35%, 2,1 ml) a 5°C e adicionou-se lentamente a solugio do
composto diazonio. Juntou-se de CHRCOONa 5N para manter o pH entre 4 ¢ 5.
Manteve-se a solugio resultante a temperatura ambiente com agitagdo durante 6 horas.
Quando terminou a reac¢lo de acoplamento filtrou-se o corante monoazo que precipitou
por adigio de NaCi (15 g), lavou-se com agua destilada e secou-se a 80°C. O produto

foi obtido com grau de pureza superior a 85 %.
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Arrefeceu-se uma mistura do corante monoazo (3,27 g, 0,01 moles) em agua (30 mL) e
HCI concentrado (35%, 3,1 ml) a 5°C (banho de gelo/acetona) e adicionou-se uma
solugio de NaNO, 5N (2 mL).

Deixou-se em agitagdo até a diazotaclic terminar (confirmou-se com papel de amigdo-
iodeto), cerca de 2 horas.

Arrefeceu-se uma mistura de acido salicilico (1,38 g, 0,01 moles) em agua (20 mL) e
NaOH 5N (4 mL) a 5°C (banho de gelo/acetona) e adicionou-se lentamente a solugio de
diazonio. Manteve-se o pHa 8.

Quando terminou a reacgfio de acoplamento adicionou-se HCI concentrado (35%) para
baixar o pH para 3. Filtrou-se 0 corante que precipitou por adigio de NaCl (10 g),
lavou-se com éagua destilada e secou-se a 80°C. O produto foi obtido com grau de

pureza superior a 80 %.

Preparagdo dos corantes V-VII

Arrefeceu-se uma mistura do corante monoazo ({A) ou (B), Figura 3-4) (0,02 moles) em
agua (80 mL) e HCI concentrado (35 %, 5 mL) a 5°C (banho de gelo/acetona) e
adicionou-seuma solugio de NaNQ; 5N (4 mL).

Deixou-se em agitagio forte até a diazotagdo terminar (confirmou-se com papel de
amido- i0deto), cerca de 1 horas,

A uma solugdo de componente de acoplamento fendlico (0,02 moles) em agua (50 mL)
juntou-se¢ NaOH para manter o pH a 8.  Amrefeceu-se a solucio resultante a 5°C ¢
adicionou-se-lhe lentamente a solugo do sal de diazdnio.

Quando terminou a reacgiio de acoplamento (10 minutos) filtrou-se o corante que
precipitou por adi¢do de NaCl (25 g), lavou-se com 4gua destilada e secou-se a 80°C. O

produto foi obtido com grau de pureza superior a 80 %.
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