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RESUMO

O uso de enzimas na biodegradacao de contaminantes ambientais, vem despertando grande
interesse com o aumento de poluentes organicos recalcitrantes na agua. Dentre os poluentes
presentes na agua estdo os corantes sintéticos, um dos poluentes mais comuns e frequentemente
encontrados no efluente da industria téxtil. Sua destinagdo final ¢ de extrema importancia do
ponto de vista ambiental, pois mesmo em baixissimas concentragdes os corantes podem ser
altamente toxicos para sistemas aquaticos. As enzimas lacases tém alcancado destaque por
degradar esses tipos de poluentes. A lacase catalisa a oxidagdo de polifenodis, compostos
aromaticos; além disso, possuem muitas aplicagdes, o que torna esta enzima atrativa para
aplicagdes ambientais. No entanto, as lacases livres apresentam desvantagens como alto custo
de producao, perda de estabilidade, ndo sendo possivel a recuperagao e a reutilizacao destas
para tornar o processo economicamente viavel. Tais problemas podem ser superados quando
técnicas apropriadas de imobilizagdo sdo empregadas. Desta forma, estudou-se a imobiliza¢ao
da lacase em nanocompdsitos magnéticos revestidos com quitosana. Na primeira abordagem
deste trabalho, teve como objetivo estudar as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da
lacase do fungo Aspergillus sp., a fim de fornecer informagdes iniciais importantes para estudos
basicos e para a aplicac¢do da lacase. Na segunda abordagem desse trabalho, com o objetivo de
maximizar a recuperagao de atividade enzimadtica, estudou-se as melhores condigdes da
imobilizacdo da enzima. Dessa forma, as lacases imobilizadas em nanocompoésitos magnéticos
revestidos com quitosana, foram preparadas seguindo diferentes combinac¢des de carga
enzimatica, pH, forga idnica e tempo; e, posteriormente caracterizadas pelas técnicas de DRX,
FTIR, TGA, FRX, MEV e VSM. Finalmente, a enzima e, os biocatalisadores produzidos nas
melhores condigdes do planejamento experimental, foram usados na degradacdo de corantes
C.I. Reactive Blue 19 e C.I. Reactive Blue 250, respectivamente. Os biocatalisadores
promoveram uma maior remog¢ao dos contaminantes, com 96,24 + 0,56 % do C.I. Reactive Blue
250; em comparagdo com a enzima livre, que removeu 72,76 + 1,12% do C.1. Reactive Blue 19,

nas condi¢des testadas.

Palavras-chave: Nanocompositos; Lacase; Imobiliza¢do; Poluentes recalcitrantes; Corante

téxtil.



ABSTRACT

The use of enzymes in biodegradation of environmental contaminants has aroused great
interest, with the increase in recalcitrant organic pollutants in water. Among the pollutants
present in water are synthetic dyes, one of the most common pollutants and frequently found in
the effluent of the textile industry. Their final destination is extremely important from an
environmental point of view, because even at very low concentrations, dyes can be highly toxic
to aquatic systems. Laccase enzymes have achieved prominence for degrading these types of
pollutants. Lacase catalyzes the oxidation of polyphenols, aromatic compounds; moreover, they
have many applications, which makes this enzyme attractive for environmental applications.
However, free laccases have disadvantages such as high production cost, loss of stability, and
it is not possible to recover and reuse them to make the process economically viable. Such
problems can be overcome when proper immobilization techniques are employed. Thus, the
immobilization of laccase in magnetic nanocomposites coated with chitosan was studied. In the
first approach of this work, the objective was to study the biochemical and physical-chemical
properties of laccase from the fungus Aspergillus sp., in order to provide important initial
information for basic studies and for the application of laccase. In the second approach of this
work, with the objective of maximizing the recovery of enzymatic activity, the best conditions
for enzyme immobilization were studied. Thus, laccases immobilized on magnetic
nanocomposites coated with chitosan were prepared following different combinations of
enzymatic charge, pH, ionic strength and time; and later characterized by the techniques of
DRX, FTIR, TGA, FRX, MEV and VSM. Finally, the enzyme and the biocatalysts produced
under the best conditions of the experimental design were used in the degradation of C.I.
Reactive Blue 19 and C.I. Reactive Blue 250 dyes, respectively. Biocatalysts promoted greater
removal of contaminants, with 96.24 + 0.56 of C.I. Reactive Blue 250; compared to the free

enzyme, which removed 72.76 + 1.12% of C.1. Reactive Blue 19 under the conditions tested.

Keywords: Nanocomposites; Laccase; Immobilization; Recalcitrant pollutants; Textile dye.
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Capitulo 1

Introducéo e Objetivos

1.1 Introducao

Com o crescimento acelerado da populacao e da industrializa¢do houve um rapido
aumento da contaminagdo dos corpos de agua em todo o mundo (JAWAD et al., 2023; ISLAM
et al., 2023). A disponibilidade de agua segura ¢ limpa ¢ um grande problema global, onde
diferentes tipos de poluentes degradam a qualidade da 4gua ao longo do tempo e levam a vérios
problemas de satde (KOLAK et al., 2023). A urbanizagio e¢ a melhoria dos padroes de vida das
pessoas aumentaram significativamente a demanda por tecidos (CHRISTIAN et al., 2023),
sendo que uma das principais fontes de polui¢do hidrica mundial sdo as dguas residuais téxteis
devido ao grande consumo de agua e descarte de materiais corantes no efluente (GOSSEN et
al., 2023; ISLAM et al., 2023; KOLAK et al., 2023).

A industria téxtil desempenha um papel significativo no desenvolvimento
economico de qualquer pais (WTO, 2022). No Brasil, industria téxtil e da confeccao impacta
cerca de 8 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, por meio de trabalho formal e geragao de
renda, tendo atingido um volume de producdo téxtil de 2,16 milhdes de toneladas em 2021
(ABIT, 2023). A industria téxtil pode ser dividida em dois grupos: industrias de tecidos secos
geradores de residuos so6lidos e industrias de tecidos umidos geradores de residuos liquidos
(CHRISTIAN et al., 2023).

De acordo com o banco mundial, 20% das 4guas residuais geradas globalmente sao
provenientes do processamento imido de téxteis (THE WORLD BANK, 2019), onde diversos
produtos quimicos sdo usados nesse processo (GOSSEN et al., 2023). As aguas residuais das
fabricas de tingimento sdo um contribuinte significativo para as aguas residuais téxteis (MU;
XU; YANG, 2023). Segundo dados do Programa das Na¢des Unidas para o Meio Ambiente
(Pnuma), sdo necessarios 3.781 litros de agua para fazer uma calga jeans, desde a produgdo do

algodao até a entrega do produto final na loja (THE WORLD BANK, 2019). A agua ¢ utilizada
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principalmente para aplicar os corantes nas fibras e na lavagem dos produtos acabados, gerando
efluentes altamente concentrados em produtos quimicos e corantes (GOSSEN et al., 2023). No
tingimento téxtil convencional, uma tonelada de tecido pode resultar na poluicdo de até 200
toneladas de 4gua (LARA; CABRAL; CUNHA, 2022).

A contaminagdo ambiental provocada pela descarga de aguas residuais das
industrias téxteis ¢ uma preocupacdo crescente em escala global (SUDARSHAN et al., 2023).
Atualmente a polui¢ao da agua ¢ um dos problemas mais graves do mundo. As industrias téxteis
acabam desempenhando um papel importante na polui¢do da agua quando nao tratam
adequadamente seus efluentes (ESKIKAYA et al., 2023). A industria de tingimento téxtil ¢ um
dos principais contribuintes para a contaminacao ambiental entre os setores consumidores de
corantes, pois como durante esse processo, cerca de 10 a 15% do corante geralmente ndo
permanece fixado, essa fracdo ¢ liberada diretamente no efluente industrial. Assim, 2 a 20%
dos corantes usados sdo descartados diretamente como efluentes aquosos em corpos d'agua e,
uma vez que o valor tintorial do corante ¢ alto, mesmo pequenas concentragdes de corante (< 1
mg L) acabam produzindo coloragdo visivel dos corpos d'agua, tornando a dgua impropria
para consumo humano (SUDARSHAN et al., 2023).

A descarga de adguas residuais ndo tratadas ou insuficientemente tratadas em corpos
d'agua pode desencadear altos niveis de poluicdo, impactando severamente o meio ambiente €
a saude humana (GOSSEN et al., 2023). A descarga de efluentes da inddstria téxtil no
reservatorio aquatico afeta sua demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de
oxigénio (DQO), solidos totais dissolvidos (STD), s6lidos suspensos totais (SST) e pH (ISLAM
et al., 2023). As aguas residuais geradas pela indistria téxtil consistem em uma mistura de
diversos poluentes, sendo que dependendo do tipo de equipamento utilizado, processo, tecido
produzido, produtos quimicos utilizados, estacdo do ano, tendéncia da moda, etc., as
caracteristicas dos efluentes té€xteis acabam diferindo de industria para indastria (CHRISTIAN
etal., 2023).

Os corantes sdo responsaveis pelos principais problemas ambientais no mundo
devido a sua ampla produgao e uso extensivo em diferentes campos (NACHIY AR et al., 2023).
O uso de corantes aumenta de acordo com a demanda no setor industrial em expansdo, o que
pode resultar em grandes volumes de efluentes contendo corantes (KHAN et al., 2023a). Os
corantes usados na industria téxtil ndo se ligam adequadamente ao tecido e acabam sendo
descartados como efluentes em corpos d'agua (CHRISTIAN et al., 2023). Os corantes sdo
compostos persistente e refratarios, que contribuem para questdes estéticas, impedem a

penetragdo de luz e a transferéncia de oxigénio em meio aquoso (KHAN et al., 2023b). O
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tratamento desse efluente ¢ de extrema importancia antes de seu langamento nos corpos
hidricos, pois pode contaminar os habitats aquaticos e causar danos a vida aquatica
(CHRISTIAN et al., 2023).

Os corantes sintéticos normalmente t€ém estruturas complexas com maior grau de
estabilidade e menor biodegradabilidade, podendo ter varios impactos negativos sobre os
organismos vivos, como a destruicio do ambiente aquatico (pela reducdo da atividade
fotossintética) e problemas de saude (por exemplo, carcinogenicidade e toxicidade) (JAWAD
et al., 2023). Os contaminantes toxicos e nocivos devem ser removidos das aguas residuais
téxteis para reduzir a extensao da poluigdo ambiental causada quando as dguas residuais téxteis
sao lancadas nos rios ou reutilizadas (WANG; JIANG; GAO, 2022).

Os corantes industriais sdo poluentes recalcitrantes, exigindo o desenvolvimento de
solugdes sustentaveis para sua degradacdo (ZHANG et al., 2023). Por exemplo, o corante
sintético C.I. Reactive Blue 19 ¢ um poluente perigoso com alta solubilidade em agua que resiste
a degradagdo, ¢ classificado como um corante anidnico que ¢ comumente usado como material
de partida para a sintese de corantes poliméricos, sendo categorizado como um organopoluente
recalcitrante e representa um risco tanto para as pessoas quanto para outros organismos vivos
(REGHIOUA et al., 2021; JAWAD et al., 2022; JAWAD et al., 2023). O corante C.I. Reactive
Blue 250 ¢ soltivel em agua e dificil de ser degradado (NIPPES et al., 2022), e pertence a uma
das classes mais utilizada em processos de tingimento industrial, sendo geralmente persistente
em efluentes industriais finais (FERNANDES et al., 2019).

Os efluentes gerados pela industria té€xtil necessitam passar por um tratamento
eficaz antes de serem dispostos no meio ambiente (WANG; JIANG; GAO, 2022), porém, as
aguas residuais téxteis sdo uma das mais dificeis de tratar (WANG; JIANG; GAO, 2022;
GOSSEN et al., 2023). Como varios produtos quimicos e matérias-primas podem ser usados
na industria téxtil, a selecdo de técnicas especificas ¢ um desafio (CHRISTIAN et al., 2023).
Apesar do desenvolvimento de novas tecnologias de tingimento mais limpas, os problemas
relacionados as descargas de corantes nao foram completamente resolvidos (MU; XU; YANG,
2023). Embora o campo de tratamento de aguas residuais téxteis tenha feito um enorme
progresso, os métodos de tratamento desenvolvidos devem ser melhorados para torna-los
economicamente vidveis e amigaveis (WANG; JIANG; GAO, 2022). A remogao dos corantes
pode ser realizada usando uma variedade de metodologias, incluindo coagulagdo/floculagao,
troca i0nica, fotodegradagdo, adsorcdo e biodegradacdo (JAWAD et al., 2022).

Diferentes técnicas de remog¢ao de corantes tém sido desenvolvidas, entre as quais

a biodegradacdo pela enzima lacase tem se destacado (COELHO et al., 2023; NASEEM et al.,
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2023; PHAM et al., 2023; RODRIGUES et al., 2023). A lacase ¢ um catalisador verde que
possui alta atividade catalitica, gera subprodutos menos toxicos e tem sido amplamente
pesquisada na area de remediacao de corantes (NASEEM et al., 2023). No entanto, a atividade
catalitica significativa da lacase s6 pode ser alcancada apos uma etapa de imobilizagao eficaz,
que ajuda a fortalecer e estabilizar a estrutura proteica da lacase, melhorando assim suas
propriedades funcionais (NASEEM et al., 2023, HUANG et al., 2023) e para manter a atividade
enzimatica em condi¢des extremas (MAFTOON; TARAVATI; TOHIDI, 2023).

Para aplicacdes industriais, ¢ desejavel que uma enzima seja robusta, estavel e
principalmente insoliivel, onde tais caracteristicas sdo obtidas pela imobilizagdo de enzimas em
suportes solidos (SILVEIRA et al., 2020). A fim de facilitar a aplicagdo da lacase, diferentes
estratégias de imobilizagdo, como agregados enzimaticos reticulados (CLEAs), nanoflores e
suportes magnéticos, tém sido exploradas para aumentar sua estabilidade e reciclabilidade
(HAN et al., 2022).

A redugdo da perda da lacase (RODRIGUES et al., 2023), estabilidade e
reutilizacdo podem ser significativamente melhoradas através da imobilizacdo (HUANG et al.,
2023; RODRIGUES et al., 2023). As técnicas de imobilizacdo enzimatica também podem
aumentar a eficiéncia de degradacao de poluentes em sistemas mediados por lacase e melhorar
sua estabilidade térmica (ZHANG et al., 2023). No entanto, no processo de imobilizagdo,
muitos fatores podem levar a diminuigdo da atividade enzimatica. Portanto, a selecdo de um
suporte adequado pode garantir a atividade e a utilizagdo economica dos catalisadores

imobilizados (REN et al., 2023).

1.2 Objetivo geral

Avaliar a biodegradacdo de corantes téxteis utilizando as enzimas lacases

imobilizadas em nanocompdsitos magnéticos (NCMs) de magnetita e quitosana.

1.1.1 Objetivos especificos

o Estimar as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da lacase, apds imobilizagao
em NCM sintetizadas a partir de magnetita e quitosana;
. Avaliar a mudanga estrutural e cristalina das NCMs, antes e apds a imobilizagao da

lacase, por meio das técnicas de difracao de raios X (DRX), fluorescéncia de raios X



21

(FRX), microscopia eletronica de varredura (MEV), magnetometro de amostra
vibrante (VSM), termogravimetria (TG) e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

J Avaliar o processo de biodegradagio dos corantes téxteis C.I. Reactive Blue 19 e C.L
Reactive Blue 250 utilizando as enzimas livres e imobilizadas através de
Espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis);

. Determinar a influéncia das varidveis: concentragao de enzima, pH, temperatura e
concentragdo de corantes, nas reagdes de biodegradacao dos corantes téxteis;

J Estudar estratégias de reuso dos biocatalisadores produzidos.
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Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 Materiais corantes

A cor ¢ um dos elementos da natureza que torna a vida humana mais estética e
fascinante no mundo (GURSES et al., 2016). O uso da cor marcou a histéria do progresso,
evolu¢do, desenvolvimento cognitivo e tecnologico da humanidade. No registro pré-historico,
a frequéncia de uso de diferentes cores aumentou ao longo do tempo; embora isso, tenha
ocorrido de forma diferente em diversas épocas e regides. Chegando, a obtencao de diferentes
cores extraidas de fontes naturais como: carvao, ocre, plantas e insetos; sendo, portanto, uma
atividade constante nas diferentes civilizagdes (ARDILA-LEAL et al., 2021).

Materiais corantes sao substancias que dao cor a diversos tipos de materiais e sao
classificados em pigmentos e corantes. A principal diferenca entre eles € a solubilidade, no qual
os pigmentos sdo insoliveis e os corantes, sdo soluveis.

Os pigmentos referem-se principalmente a sais e 6xidos inorgéanicos, como 6xidos
de ferro e cromo, que geralmente sdo dispersos em forma de cristal ou p6 em um meio de
aplicacdo. As propriedades de cor da dispersao dependem do tamanho da particula e da forma
do pigmento. Os pigmentos tendem a ser altamente durdveis, estaveis ao calor, resistentes a
solventes, resistentes a luz e de rapida migrag¢do. Por outro lado, eles também tendem a ser
dificeis de processar e tém brilho e forca de cor ruins.

Os corantes sdo convencionalmente entendidos como moléculas organicas
dissolvidas, como croméforos moleculares, no meio de aplicagio (GURSES et al., 2016).
Assim, os corantes sdo substancias coloridas que s3o soluveis ou se dissolvem durante o
processo de aplicagdo e conferem cor por absor¢io seletiva de luz (GURSES et al., 2016). Um
corante colore ao se ligar ao substrato ao qual estd sendo aplicado (PANDA et al., 2021),
modificando a estrutura cristalina, pelo menos momentaneamente (ISLAM et al., 2023). Os
corantes podem aderir a superficies favoraveis através de ligagdes covalentes ou pela formagao

de complexos com sais ou metais, bem como adsorgao fisica e retengao mecanica (ISLAM et
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al., 2023). Os corantes sao frequentemente divididos em varias categorias de acordo com sua

origem, estrutura e aplicagdo, como apresenta a Figura 1 (AL-TOHAMY et al., 2022).

Figura 1 — Diferentes categorias de corantes e suas possiveis aplicacdes industriais.
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Os corantes sdo geralmente classificados em dois grupos, corantes organicos €

corantes inorganicos. No qual, o grupo de corante organico subdivide-se em duas categorias:

corantes organicos naturais e corantes organicos sintéticos. (MUKHERJEE; GOSWAMI;

DHAK, 2023). Quase todos os corantes sdo compostos organicos aromaticos que podem ser

considerados derivados do benzeno. Benzeno, naftaleno e outros hidrocarbonetos aromaticos

absorvem luz no ultravioleta, mas ndo na faixa espectral visivel, por isso sdo incolores

(YANEVA, et al., 2022). No caso dos corantes, eles sdo substincias organicas insaturadas

complexas que absorvem a luz e dao cor a regido do visivel (BENKHAYA; M'RABET; EL

HAREFI, 2020). Para absorver a luz visivel, os nicleos aromaticos devem formar moléculas

maiores conhecidas como cromogénios (YANEVA, et al., 2022). O cromogénio ¢ a estrutura

aromatica contendo anéis de benzeno, naftaleno ou antraceno (MAHAPATRA, 2016).
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Os corantes s30 um grupo de compostos organicos insaturados complexos que
possuem cromo6foros e auxocromos como seus componentes basicos (IARC, 2010; NASEEM
et al., 2023). A estrutura geral de um corante ¢ apresentada na Figura 2 (YANEVA, et al.,
2022). O cromoforo ¢ um grupo quimico responsavel pelo aparecimento de cor nos compostos
(o cromégeno) onde esta localizado (GURSES et al., 2016; NASEEM et al., 2023). O
cromoéforo ou grupo croméforo ¢ responsavel pelo cromogénio (GURSES et al., 2016), que
esta presente em todos os corantes reativos, acidos, diretos, basicos, sulfurados e dispersos
(MUKHERJEE; GOSWAMI; DHAK, 2023), mas para ser um corante, um composto organico

deve ser capaz de transmitir sua cor a outra substancia (YANEVA, et al., 2022).

Figura 2 — (a) Estrutura geral de um corante organico; (b) formula estrutural do Blue Trypan.
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Fonte: Adaptada de Yaneva et al. (2022).

Uma vez que o cromogénio ndo ¢ capaz de determinar uma cor particular e
tonalidade, essa propriedade ¢ obtida pela adigdo a molécula organica de um ou mais grupos
substituintes de auxocromos, que sio modificadores de cor do cromogénio (GURSES et al.,
2016; BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020; YANEVA, et al., 2022). Os cromo&foros
sdo comumente retiradores de elétrons, ja os auxocromos geralmente sdo grupos liberadores de

elétrons. Alguns dos radicais que podem ser encontrados em um grupo cromoforo, € que
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formam a base para a classificagdo quimica dos corantes quando acoplados ao cromogénio so:
azo (-N=N-), carbonil (=C=0), tiocarbonila (—C=S), azometino (—-N=CH-), nitro (-NO»),
nitroso (—-N=0), isonitroso (=NOH), isonitrila (—C=N-), nitrila (-C=N-), etilénico (—-CH=CH-
) e grupos etilico (-C=C-). Os auxocromos ionizantes incluem principalmente grupos acidos,
como sulfonico (=SO3H), hidroxila (OH), 4acido carboxilico (COOH), e grupos basicos como
amina primaria (NHz), amoénia (NH3), amina secundéaria (NHCH3) e amina terciaria (N(CHs)2)
(GURSES et al., 2016; MAHAPATRA, 2016; BENKHAYA; MRABET; EL HARFI, 2020;
AHMOUDA; BOUDIAF; BENHAOUA, 2022).

Podem existir dois tipos de auxocromos, os coligadores, que sao responsaveis pelas
interacdes corante-substrato e que sdo idnicos (por exemplo, acidos: —SO3—, -COOH, etc., ou
bésicos: -N*, -NH>) ou nio idnicos, e os ndo coligadores que modificam a cor (GURSES et al.,
2016). O auxocromo ¢ um grupo funcional contendo pares de elétrons ndo compartilhados, que
ao ser ligado a um cromoforo, causa mudangas no comprimento de onda e na intensidade de
absorcdo. A relacdo direta dos grupos funcionais com o sistema n do croméforo pode causar
um aumento do comprimento de onda e, por sua vez, intensificagao da absor¢ao (YANEVA, et
al., 2022).

Portanto as moléculas de corante contém cromdéforos, que sdo a parte da molécula
de corante organico que ¢ responsavel por sua cor (YANEVA, et al., 2022; NASEEM et al.,
2023) ou grupo de atomos em uma molécula em que a transi¢do eletronica ¢ responsavel por
uma determinada banda espectral (YANEVA, et al., 2022), e os auxocromos, que sio
responsaveis por intensificr a cor do corante (KHAN et al., 2023a; NASEEM et al., 2023).

O comprimento de onda da luz absorvida pelos cromoéforos e auxocromos
determina as cores variadas que os corantes produzem (KHAN et al., 2023a). A Tabela 1 mostra
as relacdes entre o comprimento de onda do visivel e a cor absorvida/observada (IARC, 2010;
GURSES et al., 2016). Ao contrario da maioria dos compostos organicos, 0s corantes possuem
cor porque 1) absorvem a luz no espectro visivel (400—700 nm); 2) possuem pelo menos um
cromoforo (grupo de coloragdo); 3) possuem um sistema conjugado, ou seja, uma estrutura com
ligacdes duplas e simples alternadas; e 4) exibem ressonancia de elétrons, que ¢ uma forca
estabilizadora em compostos organicos. Assim, a cor se perde caso falte qualquer uma dessas
caracteristicas na estrutura molecular. Embora os auxocromos (auxiliares de cor) ndo sejam
responsaveis pela cor, sua presenga pode alterar a cor de um corante e sao usados com mais

frequéncia para influenciar a solubilidade do corante (IARC, 2010; GURSES et al., 2016).
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Tabela 1 — A relagdo entre a cor € o comprimento de onda da luz absorvida em
corantes organicos.

Comprimento de onda

Cor Absorvida Cor observada
observado (nm)

400 — 435 Violeta Amarelo esverdeado
435 —-480 Azul Amarelo
480 — 490 Verde azulado Laranja
490 - 500 Azul esverdeado Vermelho
500 - 560 Verde Roxo
560 — 580 Amarelo esverdeado Violeta
580 —595 Amarelo Azul
595 -605 Laranja Verde azulado
605 — 700 Vermelho Azul esverdeado

Fonte: Adaptada de Iarc (2010) e Giirses et al. (2016).

Outros fatores também contribuem para a formagao da cor, como a presenca de um
sistema conjugado estendido, gerando uma cor mais escura. Além disso, a cor ¢ afetada pela
existéncia de ressondncia entre as moléculas, com deslocalizagdao de carga elétrica entre os
atomos conjugados. Consequentemente, sempre ha mais de uma maneira de desenhar a
estrutura de um corante (GURSES et al., 2016). Apesar dos corantes naturais terem sido usados
desde os tempos antigos para multiplos propodsitos, principalmente no campo do tingimento
téxtil, a crescente demanda e custos excessivos de extragdao de corantes naturais impulsionaram
o desenvolvimento de corantes sintéticos, que atualmente dominam o mercado téxtil (SLAMA
etal., 2021).

A fixacao da molécula do corante em fibras téxteis, realizada em solugdo aquosa,
pode ter basicamente quatro tipos de interagdes: ligagdes i0nicas, de hidrogénio, de van der
Waals e covalentes. As principais caracteristicas dessas interagdes sao apresentadas na Tabela
2. A Figura 3 denota exemplos dessas interacdes (GUARATINI; ZANONI, 2000). Os corantes
organicos sintéticos podem ser distinguidos com base nas propriedades quimicas e fisicas, como
estrutura cromégena € nos atomos ou grupo de atomos/elétrons conectados ao cromoforo
(MUKHERJEE; GOSWAMI; DHAK, 2023). Com base em sua natureza idnica, os corantes
podem ser anidnicos, cationicos e ndo ionicos (PANDA et al., 2021; NACHIY AR et al., 2023).
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Em geral, os corantes i0nicos representam um risco maior devido a sua reatividade e natureza

cancerigena (PANDA et al., 2021).
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Figura 3 — Exemplos de interagdes de fixacdo da molécula do corante em fibras téxteis.
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Os corantes sintéticos sao muito procurados devido ao rapido desenvolvimento da
indastria téxtil (SUDARSHAN et al., 2023). O primeiro corante sintético, a mauveina, foi
sintetizada em 1856 por William Henry Perkin, que procurava uma maneira de sintetizar a
quinina, uma droga usada para curar a maldria (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020;
LARA; CABRAL; CUNHA, 2022; ISLAM et al., 2023; LONGONI et al., 2023;

SUDARSHAN et al., 2023). Os primeiros corantes sintéticos eram fabricados industrialmente
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a partir de moléculas orgénicas e logo substituiram os obtidos de fontes naturais (LONGONI et
al., 2023).

Com o avango de uma sociedade moderna e baseada na informagao, os produtos
quimicos sintéticos por tras da cor foram identificados, sendo que os pesquisadores ja
conseguem identificar os grupos funcionais em moléculas que absorvem luz na faixa de 400 a
800 nm, resultando no aparecimento da cor (KHAN et al., 2023a). Mais de 10.000 variedades
de corantes sintéticos estdo disponiveis comercialmente, com uma producao anual de quase
800.000 toneladas (ISLAM et al., 2023). Anualmente 8x10° toneladas de corantes sdo
globalmente fabricadas e cerca de 200.000 toneladas deles sdo corantes téxteis (SLAMA et al.,
2021; SOLAYMAN et al., 2023).

2.1.1 Uso de corantes na industria téxtil

A industria téxtil e de vestudrio € talvez a area mais antiga, maior e estabelecida do
mundo (CHAND; CHAND; RAULA, 2023), sendo que a industria de tingimento téxtil existe
ha mais de 4.000 anos (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020; YANEVA, et al., 2022;
ISLAM et al., 2023). A industrializagdo e o desenvolvimento financeiro assumem uma parte
significativa no avanco de qualquer pais. Nesta linha, ¢ dificil imaginar um mundo sem téxteis,
que ¢ uma pega chave da vida quotidiana e uma 4rea significativa na economia mundial. A
industria téxtil global foi estimada em cerca de US$ 920 bilhdes em 2018 e deve atingir
aproximadamente US$ 1.230 bilhoes até¢ 2024, representando uma taxa de crescimento anual
composta constante de quase 5% durante o periodo de previsdo (CHAND; CHAND; RAULA,
2023).

Até meados do século XIX, eram utilizados apenas corantes de origem natural
(YANEVA, et al., 2022). A utilizacdo de corantes naturais representa apenas 1% do total de
substratos téxteis tingidos. O uso de corantes naturais foi substancialmente reduzido,
principalmente devido ao nimero limitado de cores, baixo rendimento, ndo reprodutibilidade e
propriedades de solidez média. A solidez do tingimento ¢ uma medida de sua resisténcia ao
desbotamento, ou mudanga de cor, apos exposicdo a um determinado agente ou tratamento
(LARA; CABRAL; CUNHA, 2022). O uso de corantes sintéticos aumentou exponencialmente
devido a ampla gama de cores, boas propriedades de solidez, facilidade de aplicacdo e
tonalidades reprodutiveis (LARA; CABRAL; CUNHA, 2022). A classificagdo do corante ¢
mostrada na Tabela 3 com base nos usos téxteis, constitui¢des quimicas e solubilidade (ISLAM

etal., 2023).
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Existem varios tipos de corantes organicos usados para colorir os diversos produtos
téxteis. Tais corantes possuem diferentes estruturas quimicas, com propriedades quimicas e
fisicas distintas (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020). As estruturas dos corantes
usados na industria téxtil sdo alteradas continuamente para atender aos requisitos de tonalidade
de cor ¢ obter firmeza de cor (WANG:; JIANG; GAO, 2022).

O rapido desenvolvimento da industria téxtil leva a uma grande demanda por
corantes sintéticos, sendo responsavel pelo uso global de mais de 50% dos corantes sintéticos
(WANG et al., 2022; SUDARSHAN et al., 2023). Os corantes téxteis sdo usados para colorir
e polir materiais té€xteis, como fibras, fios e tecidos. Os corantes melhoram a aparéncia dos
materiais téxteis. Na industria de acabamento téxtil, uma grande quantidade de dgua e uma
variedade de corantes e pigmentos sdo necessarios para o tingimento/acabamento de materiais
téxteis (ISLAM et al., 2023). Particularmente na industria téxtil, existem varias classes de
corantes, e eles sdo selecionados para coloracao té€xtil com base na quimica do corante, na fibra
a ser tingida ¢ nas interagdes corante-fibra (KHAN et al., 2023a).

Os corantes diretos, acidos, basicos, disperos e reativos estdo entre os diferentes
tipos de corantes sintéticos com base em sua estrutura (KHAN et al., 2023a). Essas diferengas
estruturais nos corantes também podem ser categorizadas com base em sua natureza ionica, o
corante cationico ¢ classificado como um corante basico, enquanto o corante ndo idnico ¢
caracterizado como um corante disperso (NACHIYAR et al., 2023). Os corantes sintéticos
acidos, basicos, dispersos, sulfetados (de enxofre), diretos e reativos, sdo amplamente utilizados
pelas industrias téxteis. As fibras naturais e sintéticas utilizadas na industria téxtil incluem 1a,
algodao, seda, poliéster, poliamida e acrilico. Além disso, as industrias téxteis utilizam um
grande numero de produtos quimicos altamente toxicos em vdrias etapas do processo, como
agentes de engomagem, amaciamento, desengomagem, abrilhantamento e acabamento (AL-
TOHAMY et al., 2022).

O termo corante acido corresponde a um grande grupo de corantes anidonicos
portadores de um a trés grupos sulfonicos. Eles tém vital importancia no método de aplicagao
do corante tanto em fibras de poliamida sintética quanto em fibras protéicas (13, seda)
(GUARATINI; ZANONI, 2000). A natureza acida explica sua afinidade pelas fungdes basicas
das fibras, como as poliamidas. Seu uso constitui cerca de 30 a 40% do consumo total de
corantes, e sao aplicados extensivamente em ndilon, algodao e 1a. Eles sao geralmente aplicados
em pH 4cido (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020), podendo ser caracterizados por

substancias com estrutura quimica baseada em compostos antraquinona, azo, azina, xanteno,
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nitro, nitroso ketonimina e triarilmetano que fornecem uma ampla faixa de coloracdo e grau de
fixagdo (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Os corantes basicos sdo cationicos, sendo particularmente adequados para tingir
fibras anionicas, como fibras acrilicas, e menos preferidos para tingir 13 ou nailon. Geralmente,
a fibra acrilica, enquanto 13 e nailon tém cargas anfoteras em pH neutro. Em pH alcalino, a 13
passa a gerar mais cargas anionicas, mas tais condi¢des danificam as fibras de 13 e nailon e
fazem com que percam sua resisténcia. Eles sao particularmente adequados para tingir fibras
anionicas, como fibras acrilicas (KHAN et al., 2023a) como poliéster (NACHIYAR et al.,
2023), e menos preferidos para tingir 1a ou nailon (KHAN et al., 2023a). Geralmente, a fibra
acrilica tem uma carga anionica, proporcionando uma melhor afinidade para o corante basico
carregado cationico (NACHIYAR et al., 2023). Por outro lado, os corantes basicos sdo
conhecidos por sua baixa resisténcia a luz ¢ baixa aderéncia a substratos de fibra (KHAN et al.,
2023a).

Os corantes dispersos ndo possuem um grupo ionizante, € por iSso, SA0 mMenos
soliveis em dgua. Eles sdo extensivamente usados para colorir tecidos sintéticos em ambientes
acidos com alta temperatura, sendo usado principalmente para tingir fios de poliéster, embora
o nail e o acrilico também possam ser tingidos (NACHIY AR et al., 2023). Os corantes dispersos
sdo frequentemente insoliveis ou pouco soliveis em agua, de carater ndo i6nico e aplicados a
fibras hidrofobicas a partir de uma dispersao aquosa (GUARATINI; ZANONI, 2000;
BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020). Eles sao predominantemente usados em
poliéster, mas encontraram aplicagao em nailon, acetato de celulose e fibras acrilicas, embora
algumas das propriedades de resisténcia a umidade dos corantes nesses substratos sejam ruins
(BENKHAYA; MRABET; EL HARFI, 2020). Ele pode ser usado principalmente para tinturas
de fibras sintéticas, como nailon, poliester, poliacrilonitrila e acetato de celulose
(GUARATINI; ZANONI, 2000). Os corantes azo dispersos sdo a maior categoria entre os
corantes dispersos, representando mais de 50% do total de corantes dispersos (BENKHAYA;
M'RABET; EL HARFI, 2020).

Os corantes sulfetados sdo altamente insoluveis em dgua (GUARATINI; ZANONI,
2000; GURSES et al., 2016). Eles s3o um tipo de corante a cuba (BENKHAYA; MRABET;
EL HARFTI, 2020). Sao utillizados principalmente na tintura de fibras celulosicas, apresentando
boa fixagio (GUARATINI; ZANONI, 2000; GURSES et al., 2016; BENKHAYA; M'RABET;
EL HARFTI, 2020). Esses corantes sao divididos em quatro grupos: corantes de enxofre, corantes
de leuco enxofre, corantes de enxofre solubilizados e corantes de enxofre condensado

(BENKHAYA; MRABET; EL HARFI, 2020). O corante de enxofre propriamente dito ¢ entdo
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formado dentro dos poros da fibra por oxidagao atmosférica ou quimica. Os corantes de enxofre
constituem uma importante classe de corantes para produzir tons tercidrios econOmicos,
especialmente preto, em fibras celuldsicas (GURSES et al., 2016).

Os corantes diretos podem ser aplicados diretamente nos tecidos sem a necessidade
de qualquer auxiliar téxtil e formar uma ligagdo de hidrogénio com os téxteis (KHAN et al.,
2023a; NACHIYAR et al., 2023). Os corantes diretos podem ter croméforos azo, estilbeno,
oxazina e ftalocianina (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020; KHATTAB;
ABDELRAHMAN; REHAN, 2020), com alguns corantes azo-complexos de cobre e tiazol
(BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020). Eles também podem possuir substituintes de
acido sulfonico, que ao serem ionizados em ambiente aquoso aumentam a solubilidade do
corante. As moléculas de corante direto existem no banho de corante como anions (KHATTARB;
ABDELRAHMAN; REHAN, 2020). A razdo pela qual esses corantes ganharam popularidade
em comparagdo com 0s corantes naturais ¢ que os mordentes e outros aglutinantes se tornaram
obsoletos com o advento do tingimento de algoddo (KHAN et al., 2023a). Os corantes diretos
podem tingir tecidos como viscose (GUARATINI; ZANONI, 2000), algodao, raiom, linho,
seda, 13, nailon (KHAN et al., 2023a; NACHIYAR et al., 2023). O tingimento das fibras de
celulose ocorre através de interacdes de Van der Waals (GUARATINI; ZANONI, 2000).

Os corantes azo representam mais de dois ter¢os (70%) de todos os corantes
sintéticos. Devido as suas qualidades atraentes industrialmente, como facilidade de sintese,
baixo custo, excelente solidez a lavagem e a luz e disponibilidade em uma ampla gama de cores,
os corantes azo sao preferidos em relacao a outros corantes (KHAN et al., 2023a). Os corantes
azo aniOnicos constituem a maior propor¢ao dos corantes diretos. Eles possuem uma
classificagcdo baseada na estrutura quimica que constituem um cromoforo azo, como monoazo,
diazo, triazo, tetraazo e poliazo (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020).

Muitos corantes nao possuem forte afinidade quimica com as fibras téxteis.
Portanto, as fibras téxteis devem ser tratadas antes do estdgio de tingimento. Uma solugdo de
um mordente, geralmente um sal metalico, ¢ usada primeiro para impregnar as fibras, para
permitir que o ion metalico forme os complexos com grupos funcionais apropriados na estrutura
do téxtil. Os ions de aluminio, ferro, estanho, cromo ou cobre, assim como oS taninos, Sao
exemplos de mordentes (GURSES etal., 2016). Para a producdo de alguns corantes é necessario
o uso de metais pesados, como mercurio, cromo, cadmio, chumbo ou arsénio (LARA;

CABRAL; CUNHA, 2022).
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2.1.2 Corantes reativos

Os corantes reativos surgiram em meados da década de 1950 (GURSES et al., 2016;
SMIGIEL-KAMINSKA et al., 2020), e tornaram-se muito populares devido a sua alta
resisténcia a umidade, brilho e gama de tonalidades (BENKHAYA; M'RABET; EL. HARFI,
2020; BANERJEE; SHARMA; DAS, 2022). Eles sdo a classe de corantes mais jovem e
importante para materiais celulosicos (MAHAPATRA, 2016). Os corantes reativos sao
geralmente aplicados em 13, algoddo (GURSES et al., 2016; SMIGIEL-KAMINSKA et al.,
2020), seda e fibras celulésicas regeneradas (SMIGIEL-KAMINSKA et al., 2020), mas sdo
mais comumente usados para tingir algoddo e outros tecidos celuldsicos (KHAN et al., 2023a;
NACHIYAR et al., 2023).

Além disso, os corantes desta categoria t€ém maior atracdo pelas fibras, maior
estabilidade, condi¢des de processamento mais adequadas (BANERJEE; SHARMA; DAS,
2022), facil aplicabilidade, reprodutibilidade (MAHAPATRA, 2016) e possuem resisténcia a
friccdo moderada (KHAN et al., 2023a). No entanto, um bom pré-tratamento do material ¢ um
pré-requisito (MAHAPATRA, 2016).

Os corantes reativos sdo amplamente utilizados devido a capacidade de seus grupos
reativos se ligarem as fibras, sua estabilidade e suas condigdes de processamento, etc. Eles sdao
a segunda maior classe de corantes (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020; BANERJEE;
SHARMA; DAS, 2022). Eles sdo corantes que possuem um grupo eletrofilico reativo que forma
ligagdo covalente com grupos amino das poliamidas; com grupos amino, hidroxila e tidis das
fibras proteicas, e também com grupos hidroxila das fibras celulésicas (GURSES et al., 2016).

Corantes reativos podem ser amplamente definidos como cromoforos contendo
grupos pendentes que sdo capazes de formar ligacdes covalentes com sitios nucleofilicos em
substratos fibrosos (SMIGIEL-KAMINSKA et al., 2020). A Figura 4 mostra um diagrama da
estrutura geral dos corantes reativos. Os corantes reativos possuem trés partes: uma parte
responsavel pela cor, uma parte solubilizante ¢ uma parte reativa (SMIGIEL-KAMINSKA et
al., 2020). O grupo reativo ¢ normalmente ligado ao cromoéforo por meio de um grupo de
ligacdo. De acordo com sua técnica de aplicagdo, os corantes reativos podem ser classificados
como corantes controlaveis por alcali, controlaveis por sal e controlaveis por temperatura.
Existem numerosos tipos de corantes reativos, porém os principais contém a funcdo azo e
antraquinona como grupos cromoéforos e os grupos clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como

grupos reativos (GURSES et al., 2016).



37

Figura 4 — Diagrama da formula geral dos corantes reativos.
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Grupo Solubilizante (GS) - Grupo sulfona (NaS0s) ou carboxi (COONa), ou combinag3do de ambos.

Grupo Croméforo (GC) - O grupo cromdforo é responsével pela cor, afinidade e difusdo do corante.
Geralmente, € um grupo azo, antraquinona, ftalocianina.

Grupo de Ligag3o (GL) - Liga o grupo reativo GR ao cromogénio GC. Esse grupo é geralmente formado por: -NH,
—0-,-NHCO, -OCH3—, -503—, etc.

Grupo Reativo (GR) - Reage quimicamente com o grupo funcional da fibra com formagdo da ligagdo covalente
entre o corante e a fibra.

Fonte: Adaptada de Mahapatra (2016) e $migicI-Kamiﬂska et al. (2020).

No processo de tingimento do algodao sdo necessarias condig¢des alcalinas e o uso
de eletrolitos (KHAN et al., 2023a). O processo de aplicagdo de corantes reativos em fibras de
algodao consiste em duas etapas. Na primeira etapa ¢ feita a sor¢ao dos corantes nas fibras de
celulose do banho de tingimento, com a adigdo de eletrolitos para superar a barreira eletrostatica
do corante-fibra. A segunda etapa do processo de tingimento ¢é a reagdo com a fibra de celulose
(SMIGIEL-KAMINSKA et al., 2020). A melhor forca de ligagio desses corantes vem do fato
de que deles poderem formar ligagdes covalentes com grupos amina (Figura 5) e sulfidrila (-
SH) de fibras téxteis proteicas (BENKHAYA; M'RABET; EL HARFI, 2020; BANERJEE;
SHARMA; DAS, 2022).

Figura 5 — Reagdo entre o corante reativo e as fibras téxteis.
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Fonte: Adaptada de Benkhaya, M'rabet e El Harfi (2020).
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2.2 Poluicao com corantes téxteis

A descoberta dos corantes sintéticos mudou a produgdo e as formas de uso dos
corantes, gerando desenvolvimento industrial, mas aumentando os niveis de poluicdo
ambiental; dado que, a maioria deles foram identificados como altamente toxicos (ARDILA-
LEAL etal., 2021).

A contaminagdo ambiental provocada pela descarga de aguas residuais das
industrias téxteis ¢ uma preocupacgdo crescente em escala global, visto que elas produzem uma
grande quantidade de efluentes contendo uma infinidade de produtos quimicos, principalmente
corantes (SARAVANAN et al., 2023; SUDARSHAN et al., 2023). Em que, a industria téxtil
representa 55% dos efluentes de corantes mundialmente langados no meio ambiente, como
efluentes (ISLAM et al., 2023).

Os corantes sintéticos utilizados na industria téxtil poluem uma grande quantidade
de 4gua, pois ndo se ligam firmemente ao tecido e sdo descartados como efluentes no ambiente
aquatico (AL-TOHAMY et al., 2022). Cerca de 5 a 50% do tipo de corante fica ancorado nos
tecidos e o restante se torna agua residual (~ 200 bilhdes de litros) que contamina os corpos
d'agua continuamente (MUKHERIJEE; GOSWAMI; DHAK, 2023). Aproximadamente 50 a
2.600 L de 4gua sdo utilizados para tingir 1 kg de tecido (CASTILLO-SUAREZ et al., 2023).
A industria téxtil perde grandes quantidades de corantes para aguas residuais a cada ano devido,
a inefic4cia no processo de tingimento, e ao conhecimento inadequado sobre a quimica do
corante, durante os processos de tingimento ¢ acabamento_ (ISLAM et al., 2023). Vale ressaltar
que o tingimento de tecido ¢ um dos setores que mais polui a dgua, sendo que o tingimento
téxtil é o segundo maior poluidor da agua no mundo (TEO et al., 2022).

Os corantes sintéticos sdo estruturas quimicas aromadticas complexas
(SUDARSHAN et al., 2023) pouco biodegradaveis (SRINIVASAN et al., 2019; ARDILA-
LEAL et al., 2021), prejudiciais ao meio ambiente, causam mutagdes, tém efeitos cancerigenos
(ARDILA-LEAL et al.,, 2021; SUDARSHAN et al.,, 2023), alteragdes metabdlicas e
bioacumulam (ARDILA-LEAL et al., 2021); sendo que, 60-70% dos corantes sdo toxicos,
recalcitrantes e cancerigenos (KHAN et al., 2023a). Portanto, as aguas residuais com corantes
devem ser tratadas, antes do lancamento em um corpo de agua, para minimizar seus impactos
negativos. Embora, tenha havido avancos significativos na gestdo e tratamento desse tipo de
efluente, por meio de métodos: fisicos, quimicos e bioldgicos; a falta de informagdes sobre
métodos eficazes de remogao de corantes, torna dificil decidir sobre uma unica técnica simples

que remova completamente o corante das aguas residuais (SOLAYMAN et al., 2023). A
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descarga de tais efluentes acaba resultando na poluicao, que gera efeitos negativos perceptiveis
no corpo humano e no meio ambiente (AL-TOHAMY et al., 2022; ISLAM et al., 2023;
SARAVANAN et al, 2023). A Figura 6 ilustra como a inddstria téxtil contribui
significativamente para a deterioragdo da qualidade da agua, contaminando os seres humanos e
a natureza; interagindo negativamente com os habitats naturais, ao depositar contaminantes nos
habitats terrestres e nos ecossistemas aquaticos (AL-TOHAMY et al., 2022). Os corantes
contribuem para a toxicidade da dgua e representam um perigo crescente para o meio ambiente,
seres humanos e animais (AHMOUDA; BOUDIAF; BENHAOUA, 2022; SUDARSHAN et
al., 2023).

Figura 6 — Impactos ecotoxicologicos de efluentes téxteis contendo corantes no meio ambiente
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Fonte: Adaptada de Al-Tohamy et al. (2022).

A liberagdo de aguas residuais ndo tratadas contendo corantes prejudica aos
ecossistemas aquaticos, devido a sua alta solubilidade em 4gua dos corantes; podendo, entdo,
ser absorvidos por varios organismos. Além disso, podem afetar a taxa de producao de nossa
agricultura, visto que as terras agricolas acabam sofrendo alterag¢do na fertilidade do solo e na

taxa de cultivo (PHAM et al., 2023; SARAVANAN et al., 2023). Efluentes com corantes
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perturbam o equilibrio quimico do solo e afetam a microflora do solo, prejudicando a
germinagdo ¢ o teor de clorofila nas plantas (MAHAWAR; AKHTAR, 2019; KHAN et al.,
2023a).

Os corantes liberados em habitats aquaticos representam um efeito adverso na flora
aquatica, sendo o problema natural mais evidente com a presenca do corante a modificagdo da
absorcdo e reflexdo da luz solar na 4gua. Os corantes blindam a passagem da luz para zona
fotica (eufotica) do ambiente aquatico, resultando na redugao da fotossintese da vegetacao
aquatica, sendo que quantidades excessivas de corantes diminuem os niveis de oxigénio e
inibem a atividade bioldgica da fauna aquatica (KHAN et al., 2023a); gerando, por conseguinte,
um esgotamento do oxigénio (SARAVANAN et al., 2023).

Os corantes téxteis comprometem significativamente a qualidade estética dos
corpos d'dgua, prejudicam a fotossintese, inibem o crescimento vegetal, entram na cadeia
alimentar, proporcionam recalcitrancia e bioacumulacao; podendo, em consequéncia, promover
toxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade (LELLIS et al., 2019). A existéncia de agentes
de coloragdo téxtil na 4gua, como os corantes, resulta na alteracdo da cor da 4gua, o que causa
a modificagdo do pH, maiores concentragdes de carbono organico total (COT), particulas
dissolvidas (AL-TOHAMY et al., 2022; KHAN et al., 2023a; PHAM et al., 2023;
SARAVANAN et al., 2023), demanda bioldgica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de
oxigénio (DQO) (LELLIS et al.,, 2019; KHAN et al., 2023a; PHAM et al.,, 2023;
SARAVANAN et al., 2023; SUDARSHAN et al., 2023). As particulas dissolvidas inibem a
passagem da agua pelas branquias do peixe, restringindo a troca gasosa e possivelmente
resultando em uma taxa de crescimento lenta ou até morte (AL-TOHAMY et al., 2022; KHAN
et al., 2023a; SARAVANAN et al., 2023). Assim, o carater xenobidtico e recalcitrante dos
corantes acabam impactando a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas (LELLIS et al.,
2019).

O consumo de alimento dos peixes diminui devido a exposicdo prolongada aos
efluentes com corantes, resultando em teores mais baixos de gordura, proteina e carboidratos
(AL-TOHAMY etal.,2022; KHAN et al., 2023a). Além disso, os peixes também sdao propensos
a varias doengas devido aos efeitos nocivos da hipoxia em suas respostas fisioldgicas,
particularmente no sistema imunoldgico. Como resultado, peixes contaminados t€ém um
impacto significativo na saude humana (ZHENG et al., 2021; AL-TOHAMY et al., 2022;
KHAN et al., 2023a). Assim, os corantes podem atingir os 6rgaos humanos causando uma série

de patologias por meio da cadeia alimentar (LELLIS et al., 2019).
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A Figura 7 mostra alguns dos impactos negativos dos corantes téxteis na saude
humana. Os corantes téxteis, que sdo altamente toxicos e potencialmente cancerigenos, tém sido
associados a uma variedade de doen¢as em homens e animais (AL-TOHAMY et al., 2022),
como dermatites e distirbios do sistema nervoso central (AYED et al., 2021; AL-TOHAMY et
al., 2022; KHAN et al., 2023a). A descarga de corantes reativos na agua, mesmo em baixas
concentragdes, pode causar varios riscos a sauide humana, como queimaduras oculares, ansia

de vomito, hiperespasmia, taquicardia e metemoglobinemia (SI et al., 2022).

Figura 7 — Impactos negativos dos corantes téxteis na saide humana desde a dermatite até o
sistema nervoso central.
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Fonte: Adaptada de Al-Tohamy et al. (2022).

Os corantes inativam a atividade enzimadtica substituindo os cofatores enziméaticos
(AL-TOHAMY et al., 2022; GUPTA et al., 2022). Estudos mostraram que os corantes
sintéticos sao muito toxicos e exercem efeitos nocivos ao induzir a mutagao de um determinado
gene, ¢ podem causar varias doencas, incluindo problemas pulmonares, irritagdo da pele,
quemose ¢ cegueira permanente (GUPTA et al., 2022). O uso generalizado de corantes em

varias industrias resultou na causa potencial de cancer de pulmao, mama, colorretal e bexiga
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em humanos (AL-TOHAMY et al., 2022; KHAN et al., 2023a). Varios corantes,
particularmente corantes azo, t€ém potencial mutagénico (AL-TOHAMY et al., 2022).

A genotoxicidade dos corantes téxteis € o maior perigo potencial a longo prazo para
a saide humana. Embora a maioria dos corantes possua recalcitrancia ambiental, alguns podem
ser parcialmente degradados ou transformados na presenga de sedimentos andxicos, como
ocorre na redu¢do dos compostos do tipo azo, causadores de perigosas aminas aromaticas. Outra
possibilidade envolve a combinacao de corantes com compostos sintéticos intermediarios ou
seus produtos de degradagdo, gerando outras substancias mutagénicas e cancerigenas (LELLIS
etal., 2019).

Os corantes azo soliveis em agua sao mais perigosos quando metabolizados por
enzimas hepaticas. Os corantes do tipo azo, bésico e nitro podem ser carcinogénicos. Em
concentragdes mais altas (até 100 ppm) de acido, corantes azo em corpos d'agua sdo toxicos
para bactérias, algas, crustaceos e peixes. Eles também sdo responsaveis por induzir
genotoxicidade com alta frequéncia (GUPTA et al., 2022).

A tendéncia recalcitrante dos corantes em ambientes aerdbios, resultante de
compostos dificeis de quebrar (como estruturas aromaticas), promove uma baixa remogao
durante os tratamentos primarios e secundarios (estagdes de tratamento convencionais),
resultando em sua facil passagem para o ecossistema aquoso. Consequentemente, a
bioacumulagdo desses compostos pode ocorrer em sedimentos e solos, podendo ocorrer o
transporte para o sistema de abastecimento de agua potavel (VIKRANT et al., 2018; LELLIS
etal., 2019).

2.3 Tecnologias de tratamento de efluentes contendo corantes téxteis

Uma vez liberados em sistemas aquaticos, os corantes sdo dificeis de degradar, pois
geralmente sao resistentes a luz, a agentes oxidantes e muitos produtos quimicos (AHMOUDA;
BOUDIAF; BENHAOUA, 2022). Um dos grandes problemas ambientais relacionados as
inimeras aplicagdes industriais de corantes ¢ a sua remoc¢do de efluentes (AHMOUDA;
BOUDIAF; BENHAOUA, 2022; KHAN et al., 2023a). A remogdo de moléculas de corantes
de fontes de dgua tornou-se um grave problema ambiental ¢ um desafio nos ultimos anos
(KHAN et al., 2023a). A escolha do método de tratamento adequado depende do processo de
producdo e dos produtos quimicos utilizados na fabrica téxtil. A escolha também ¢ influenciada
pela composigdo das dguas residuais, regime de descarga, localizagdo, custos comerciais, custos

operacionais, disponibilidade de terreno, selecdo e disponibilidade de reutilizagao/reciclagem
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de efluentes tratados, processo e experiéncia (WANG; JIANG; GAO, 2022). Assim, cada fibra
textil tratada gera efluentes com propriedades Unicas. Para fabricas téxteis que processam a
mesma fibra, as propriedades do efluente sdo geralmente comparaveis, embora os volumes reais
possam variar. A mesma fibra pode ser processada por varias fabricas de maneiras diferentes
devido a diferengas na tecnologia de produgdo (NACHIYAR et al., 2023). Alguns dos métodos

usados atualmente para a remog¢ao de corante de aguas residuais estdo resumidos na Figura 8

(PHAM et al., 2022).

Figura 8 — Métodos atuais para remog¢do de corantes.
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Fonte: Adaptada de Pham et al. (2023).

Existem muitos métodos para extrair corantes de uma solu¢do aquosa, como
isolamento por membrana, oxidacdo quimica, coagulagdo/floculagdo, tratamento
eletroquimico, aerébio e anaerdbio microbiano, mas cada um desses métodos possui certas
desvantagens (PANDA et al., 2021). Infelizmente, a maioria dos corantes, conhecidos por
serem toxicos, escapa dos processos convencionais de tratamento de aguas residuais
(ESKIKAYA et al.,, 2023). Os corantes sdo resistentes a degradacdo por estratégias de

tratamento tradicionais (KHAN et al., 2023a), principalmente por que, eles contém grupos
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funcionais, como grupos carboxilicos, amina e azo, que ndo podem ser facilmente tratados com
métodos convencionais (BENKHAYA; M'/RABET; EL HARFI, 2020).

A filtracdo por membrana, irradiacdo, troca iOnica e adsor¢do, sdo amplamente
utilizados (NACHIY AR et al., 2023). Apesar da alta eficiéncia de descolorag@o, a maioria das
abordagens de remog¢ao de corantes ndo ¢ preferida devido a seus altos requisitos técnicos
(ESKIKAYA et al., 2023); alto custo (ESKIKAYA et al., 2023; NACHIYAR et al., 2023) e
consequéncias indesejadas (NACHIYAR et al., 2023). A principal desvantagem dos processos
de membrana ¢ que eles tém uma vida 1til curta antes do inicio da incrustagdo da membrana,
fazendo com que o custo da substituicdo periddica seja considerado em qualquer estudo de
viabilidade econdmica (NACHIYAR et al., 2023). As abordagens quimicas convencionais,
como a degradacdo eletroquimica e a rea¢do de Fenton, estdo frequentemente relacionadas ao
alto consumo de energia e a produgao de residuos perigosos (GAO et al., 2022).

A adsorcao ¢ frequentemente utilizada devido a sua simplicidade e baixo custo. No
entanto, o método de adsor¢do apresenta algumas desvantagens: entre elas, do adsorvente
atingir a saturagdo em pouco tempo, perder sua capacidade de adsorver o poluente ap6s um
tempo, ¢ com a necessidade de dessor¢do (ESKIKAYA et al., 2023). A saturagdo diminui a
eficiéncia e requer custos associados ao descarte frequente (GAO et al., 2022).

Os procedimentos de oxidacdo quimica incluem agentes oxidantes (0zonio),
fotoquimicos, de coagulacao/floculagdo e o uso de reagentes quimicos. Esses procedimentos
quimicos as vezes sdo caros e geram o acumulo de lodo concentrado, causando um problema
de descarte. Existe também o perigo de contamina¢@o secundaria devido ao uso excessivo de
produtos quimicos (NACHIYAR et al., 2023). O tratamento bioldgico ¢ um processo barato
que cria menos lodo. Utiliza menos reagentes quimicos, economiza energia, sendo
economicamente viavel em paises subdesenvolvidos (ISLAM et al., 2023). Quando comparada
as abordagens fisicas e quimicas, a biologica ¢ mais econdmica, ecologicamente segura e
universalmente aceita (NACHIYAR et al., 2023).

Os corantes sintéticos sao projetados para serem resistentes aos processos tipicos a
digestdo aerobia (NACHIYAR et al., 2023) e de oxidagdo/redugdo, tornando-os dificeis de
serem removidos dos efluentes da industria téxtil (ESKIKAYA et al., 2023). Nenhum método
de tratamento ¢ tdo eficaz no tratamento de aguas residuais de corantes devido a alta
complexidade do efluente, por isso numerosas estratégias sao utilizadas para atingir remogao
necessaria (NACHIYAR et al., 2023). Uma combinagdo de métodos de tratamento também
pode ser usada para tratar 4guas residuais téxteis de maneira eficaz como, por exemplo, o uso

de processo Fenton combinado a adsor¢ao (ESKIKAYA et al., 2023).
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A regulamentagdo para prevenir e/ou punir as fontes geradoras de contaminagio da
agua por corantes ainda ¢ escassa na maioria dos paises. A legislagdo internacional, como a
Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) e a Comissao Europeia do Meio Ambiente (ECE), ndo
mencionam o limite de concentragdo de corantes na agua potavel (GOMES et al., 2023). A
Resolucao brasileira N° 430, de 13 de maio de 2011, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), que dispde sobre a classificagdo dos corpos d'dgua e diretrizes ambientais, ndo
estabelece parametros de tratamento para corantes em efluentes industriais (BRASIL, 2011).
Na Resolucao N° 02 de 02 de fevereiro de 2017, do Conselho Estadual de Meio Ambiente
(COEMA) do estado do Cear4 ¢ estabelecido que os efluentes ndo sanitarios, somente poderao
ser lancados diretamente no corpo hidrico (desde que obedecam, resguardadas outras
exigéncias cabiveis, condi¢des e padrdes especificos) se estiverem ausentes da presenca de
corantes ¢ pigmentos virtualmente (cor aparente) (CEARA, 2017).

Um processo de remoc¢dao de corante ideal deve ser capaz de tratar altas
concentragdes de corantes da 4gua em um curto periodo (tempo de retencao hidraulica) sem
produzir poluentes secundarios (subprodutos perigosos) (KHAN et al., 2023a). Os métodos de
tratamento bioldgico, que utilizam processos enzimaticos realizados por “biocatalisadores”,
superam muitas das desvantagens das estratégias fisico-quimicas, desempenhando um papel
significativo na remoc¢do da contaminagdo por corantes para a sustentabilidade ambiental
(PHAM et al., 2022). Desenvolver uma solugo sustentavel para remover corantes de efluentes
téxteis seria extremamente benéfico para o meio ambiente (KHAN et al., 2023a), sendo que
varias enzimas, como lacases, hidrolases, azoredutases e lignina peroxidases sdo eficazes na

remogao dos corantes (PHAM et al., 2022).

2.4 Biodegradacio de corantes usando enzimas

Algo crucial ¢ o uso de solugdes sustentdveis e ecologicas para a remediagao de
corantes e seus derivados presentes em efluentes industriais (NASEEM et al., 2023). Os
corantes podem causar sérios problemas ambientais, pois sdo dificeis de seram removidos da
agua ao utilizar adsorventes convencionais devido aos seus grandes tamanhos moleculares e
estruturas volumosas (ABDOUL et al., 2023).

Embora muitos métodos fisicos e quimicos possam descolorir dguas residuais
contaminadas por corantes, processos alternativos baseados em principios biotecnoldgicos tém
atraido um interesse crescente (RODRIGUES et al., 2023). Muitos métodos de remogao foram

propostos, entre os quais, a degradagao biologica ¢ considerada mais barata, mais ecologica e
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associada a subprodutos menos toxicos (GAO et al., 2022). A biodegradagio no tratamento de
efluentes industriais tem se tornado atrativa devido as suas moderadas condi¢des de trabalho,
alta eficiéncia e menor impacto ambiental adverso. No caso da biodegradagcdo com enzimas, ela
tem sido ressaltada como uma abordagem muito util no tratamento de efluentes téxteis
industriais (YUAN et al., 2020; ISLAM et al., 2023).

As enzimas sdo excelentes biocatalisadores que sdo amplamente utilizados em
diferentes setores industriais. Elas oferecem varias vantagens sobre os catalisadores quimicos
convencionais, como alta eficiéncia, alta seletividade e operacdo em condigdes brandas e
seguras. Devido a sua natureza verde, a biocatalise baseada em enzimas pode desempenhar um
papel importante no alcance dos “Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel das Nagdes
Unidas” (HAN et al., 2022). O alto custo das enzimas em sua forma pura, faz com que elas
raramente sejam a primeira escolha para o tratamento de 4dguas residuais. Por outro lado, as
enzimas industriais sdo enzimas confiaveis, de baixo custo, eficazes e eficientes (ISLAM et al.,
2023).

A biodegradacdo de corantes pelo uso de métodos bioldgicos (biocatalisadores),
parece ser uma abordagem extremamente promissora. Os biocatalisadores sdo ecologicos,
possuem alta eficiéncia e excelente quimio, estéreo e regiosseletividade, tornando-os um 6timo
substituto para o catalisador quimico tradicional (NASEEM et al., 2023).

Os corantes sintéticos que sao classificados como anidnicos, catidnicos € nao
i6nicos sdo projetados para serem resistentes aos processos tipicos de oxidac¢do e redugdo,
tornando-os dificeis de serem removidos dos efluentes da industria téxtil (ESKIKAYA et al.,
2023). Varias enzimas, como lacases, hidrolases, azoredutases e lignina peroxidases, sao
eficazes na clivagem dos anéis aromaticos e aminas das moléculas de corantes (PHAM et al.,
2022). As enzimas podem operar em uma ampla faixa de pH, temperatura ¢ salinidade para alta
¢ baixa concentracao de contaminantes ¢ podem catalisar reagdes de conversao direcionadas
sem a necessidade de solventes quimicos, altas temperaturas e pressdes. Varios
biocatalisadores, como azoredutases, fenol oxidases e peroxidase, tém sido aplicados na
degradagdo de corantes naturais e sintéticos de recursos hidricos (DARONCH et al., 2020;
NASEEM et al., 2023).

2.4.1 Corantes em estudo

Nenhum método de biodegradacao ¢ absoluto no tratamento de todos os corantes

téxteis, o que leva a degradagdo ser dependente da estrutura do corante (ALAM et al., 2023).
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Os corantes reativos s3o corantes anidnicos soliveis em agua (MAHAPATRA, 2016;
NACHIYAR et al., 2023), perigoso para o ambiente aquatico e perigosos a longo prazo
(NACHIYAR et al., 2023). Eles sao propositadamente projetados para ter baixa
substantividade, a fim de facilitar a remog¢ao do corante hidrolisado por simples lavagem e
enxague (MAHAPATRA, 2016).

Uma grande fracdo de corantes reativos ¢ hidrolisada durante os processos de
tingimento (> 30% da concentracdo inicial de corante), sendo descartada junto com os efluentes
(SENGUTTUVAN et al., 2022). Entre os corantes sintéticos encontrados em efluentes
emitidos, os corantes azo ocupam a maior porcentagem (~60%), seguidos pelos corantes
antraquinona (~15%) (GAO et al., 2022; ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020).
Aproximadamente 95% dos corantes reativos sdo corantes azo cobrindo toda a gama de cores
(MAHAPATRA, 2016). Eles representam quase 30% de todo o mercado de corantes téxteis e
mais de 50% dos corantes empregados na industria algodoeira (ABDOUL et al., 2023).

Entre os diferentes corantes sintéticos, o corante azo (grupo cromoéforo) ¢ a maior
classe e, ¢ bastante utilizado em diferentes industrias, sendo amplamente utilizados na industria
téxtil (GUPTA etal., 2022). Em torno de 15 a 50% dos corantes té€xteis do tipo azo ndo se ligam
ao tecido, durante o processo de tingimento (LELLIS et al., 2019). Os corantes azo sdo
sintetizados a partir de um composto aromdtico e atuam como um bom agente oxidante
(GUPTA etal., 2022) devido a presenc¢a de grupos de remocao de elétrons que causam reducao
de elétrons (ALAM et al., 2023), apresentando estrutura molecular complexa com anéis
aromaticos que os tornam mais estaveis e nao degradaveis (SENGUTTUVAN et al., 2022).

Com o aumento do uso de corantes azdicos, surgiram varios problemas de satde e
ambientais causados por alguns desses corantes azoicos e seus metabolitos (NGO; TISCHLER,
2022). Quando liberados na 4dgua, os corantes azo danificam consideravelmente os organismos
vivos devido as suas propriedades genotoxicas, mutagénicas e citotoxicas (ALAM et al., 2023).
Em concentracdes mais altas (até 100 ppm) de acido, corantes azo em corpos d'dgua sio toxicos
para bactérias, algas, crusticeos e peixes, podendo induz genotoxicidade com alta frequéncia.
A exposicdo a corantes azoicos leva a anomalias celulares, cancer de bexiga, sarcomas
esplénicos, carcinomas hepatocelulares ou aberragdes cromossomicas (GUPTA et al., 2022).

Os corantes azo reativos contém dois tipos de grupos funcionais, um grupo reativo
que liga a molécula de corante a fibra e um cromoéforo com ligagdo dupla azo (—N=N-) que ¢
responsavel pela sua cor, possuem massa molar tipica entre 1300 e 1600 g mol™! e uma estrutura
3D complexa (ABDOUL et al., 2023). A degradagdo do corante azo pode ocorrer devido a
reagdo entre uma enzima ¢ a ligagdo azo (SRINIVASAN et al., 2019).
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A Figura 9 mostra a estrutura do C.I. Reactive Blue 250 (CAS: 93951-21-4),
também conhecido como Reactive Blue RGB, Akreact Blue RGB, Mohizol Navy Blue RGB,
Reactive Navy RGB, Reactofix Supra Navy Blue HRGBL, Reactron Navy Blue RGB e Rite
Reactive NavyRGB (WORLD DYE VARIETY, 2023). O C.I. Reactive Blue 250 possui um
peso molecular de 1021,9 g mol! (PUBCHEM, 2023; WORLD DYE VARIETY, 2023), com
solubilidade de 392 g L' a 20°C (LOOKCHEM, 2023), um comprimento de onda de absor¢io
maxima (Amax) de 604 nm (MAIA et al., 2014). Possuindo em sua estrutura dois croméforos de
ligacdes (diazo) conectados com estruturas aromaticas (DETJOB; BOONNORAT;
PHATTARAPATTAMAWONG, 2023).

O C.I. Reactive Blue 250 é mutagénico com efeito cancerigeno e ndo ¢
biodegradavel (MEIYAZHAGAN et al., 2020). Esse corante diazoico ndao ¢ facilmente
biodegradavel, e o uso de processos de tratamento biologico requer condi¢des especificas, como
tempos de retencdo suficientes, espécies microbianas especificas e diversas; assim como,
nutrientes adequados, o que acaba resultando em limitagcdes (DETJOB; BOONNORAT;
PHATTARAPATTAMAWONG, 2023).

Figura 9 — Estrutura quimica do C.I. Reactive

Blue 250.
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Fonte: World Dye Variety (2023).

Os corantes de antraquinona (grupo cromoéforo) sdo a segunda classe mais
importante depois dos corantes azo (GURSES et al., 2016; SEM; RAUT; RAUT, et al., 2023).
Eles sdao um dos mais antigos tipos de corantes, tendo sido encontrados nos invélucros de
mumias que datam de mais de 4.000 anos (GURSES et al., 2016). Tal como os corantes azo
sdo dificeis de serem degradados (SEN; RAUT; RAUT, et al., 2023).

Os corantes de antraquinona sao estaveis e resistentes no sistema aquatico

(TOLKOU; MITROPOULOS; KYZAS, 2023), sendo considerados poluentes tipicamente
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refratarios por causa de seus anéis de benzeno e estruturas complexas, e exibem efeitos
teratogénicos e carcinogénicos (LI et al., 2022). De acordo com a avaliagdo da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), em 1981, os corantes de antraquinonas foram
considerados cancerigenos (GUPTA et al.,, 2022). O grupo acido sulféonico do corante
antraquinona € responsavel por sua solubilidade em agua. Sendo que o C.I. Reactive Blue 19,
além de ser um dos corantes mais utilizados na industria téxtil, ¢ tipicamente aplicado como um
material inicial na produgdo de corantes poliméricos.

O C.I Reactive Blue 19 é um corante reativo de antraquinona comercialmente
representativo (APPAVU; THIRIPURANTHAGAN; SURESHKUMAR, 2020). A Figura 10
mostra a estrutura do C.I. Reactive Blue 19 (CAS: 2580-78-1) também conhecido como
Reactive Blue 19, Remazol Brilliant Blue R, Remalan Brilliant Blue R, Remazol Blue RGB ou
Remazol Blue RR, etc (PUBCHEM, 2023; WORLD DYE VARIETY, 2023), um corante
antraquinona que ¢ dificil de ser degradado (DATTA et al., 2021). O C.I. Reactive Blue 19 ¢
um corante derivado do antraceno (importante grupo de poluentes perigosos) (KHAN et al.,
2023c), que pertence ao grupo de poluentes organicos ndo biodegradaveis, recalcitrantes e
toxicos (TOLKOU; MITROPOULOS; KYZAS, 2023). Ele possui um peso molecular de 626,5
g mol! (PUBCHEM, 2023), um comprimento de onda de maxima absor¢io (Amix) de 592 nm
(ILERI; DOGU, 2020), cuja solubilidade é de 10 a 50 g L' a 20°C (PUBCHEM, 2023).

A solubilidade em 4gua ¢ considerada alta (APPAVU; THIRIPURANTHAGAN;
SURESHKUMAR, 2020; PEHLIVAN et al., 2020) e seu grau de fixacao ¢ baixo, o que torna
o0 esse corante potencialmente carcinogénico e toxico (PEHLIVAN et al., 2020). Além disso,
C.I. Reactive Blue 19 produz residuos toxicos organicos venenosos ¢ dificilmente degradaveis
(MELATI et al., 2023). A quimica especifica do grupo antraquinona ¢ baseada no antraceno e
consiste em trés anéis benzénicos fundidos (estrutura basica do antraceno) com dois grupos

carbonila no anel central (ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020).
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Figura 10 — Estrutura quimica do C.I. Reactive
Blue 19.
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Fonte: Adaptado de Routoula e Patwardhan (2020).

Na estrutura de um corante antraquinona, os grupos cromoforos compreendem dois
grupos carbonila em ambos os lados de um anel de benzeno (SEN; RAUT; RAUT, et al., 2023),
onde o grupo carbonila atua como um aceptor de elétrons, necessitando assim de um doador de
elétrons para reagir e quebrar sua estrutura, € combinado com efeitos de ressondncia entre a
estrutura do antraceno leva a uma maior dificuldade de degradagdo em comparagdo com os
corantes azo (ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020). Assim, os corantes a base de
antraquinona sdao mais resistentes a biodegradacdo devido as suas estruturas aromaticas
fundidas em comparagdo com os a base de azo (FANCHIANG; TSENG, 2009; APPAVU;
THIRIPURANTHAGAN; SURESHKUMAR, 2020).

Os corantes podem permanecer no ambiente por um longo periodo de tempo,
devido a alta estabilidade térmica e fotoestabilidade. Por exemplo, a meia-vida do C.I. Reactive
Blue 19 hidrolisado ¢é de cerca de 46 anos em pH 7 a 25°C (GURSES et al., 2016). A degradagio
dos corantes de antraquinona representa um problema ambiental que tem sido ignorado devido
ao seu menor volume de uso em comparagao com os corantes azoicos, sendo que as enzimas
isoladas se destacam em termos de taxa de degradagdo (ROUTOULA; PATWARDHAN,
2020).

2.4.2 Lacase

A lacase foi descoberta na seiva da arvore de laca japonesa Rhus vernicifluum em

1985, sendo identificada como uma oxidase contendo metal (ISLAM et al., 2023). Elas sdo os
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membros mais prevalentes da familia de proteinas multi-oxidase de cobre (PHAN et al., 2023).
A lacase (benzenodiol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) (DARONCH et al., 2020; YUAN
et al., 2020) é uma das polifenoloxidases mais abundantes (CHEN; OH; YAP, 2022),
amplamente distribuidas em plantas, fungos e bactérias (HAN et al., 2022).

A lacase de Trametes versicolor foi expressa em Trametes ressei, Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger. Como apresentada na Figura 11, a lacase apresenta ions de cobre em
seu centro catalitico que podem oxidar uma ampla gama de compostos organicos juntamente
com a reducdo de quatro elétrons do oxigénio com a formagdo de agua (HAN et al., 2022;
COELHO et al., 2023). Os sitios T2 e T3 formam um aglomerado trinuclear onde ocorre a
ligacdo e a redugdo do oxigénio molecular (CHEN; OH; YAP, 2022).

As lacases sao importantes biocatalisadores para varias aplicagdes industriais. Essas
enzimas carecem de cofatores, mas usam oxigénio molecular como aceptor de elétrons para
realizar suas reagdes de oxidagdo (PHAN et al., 2023), liberando agua como um unico
subproduto (CHEN; OH; YAP, 2022), e tornando-as mais versateis e capazes de usar varios
substratos adicionando mediadores redox as reagdoes (PHAN et al., 2023). O uso de mediadores
redox permite a oxidagdo de produtos quimicos que possuem impedimento estérico ou
potenciais redox incompativeis (HAN et al., 2022).

A oxidagdo de compostos fenolicos pode ser catalisada pela lacase (YUAN et al.,
2020), sendo que o escopo de degradagdo pode ser expandido ainda mais, para também catalisar
compostos nao fendlicos, pelo uso de mediadores redox (YUAN et al., 2020; HAN et al., 2022).
A lacase tem uma maior capacidade de degradar numerosas aminas aromaticas (NACHIYAR
et al., 2023) e degrada eficientemente um grande numero de compostos recalcitrantes na
presenca de oxigénio atmosférico (CHEN; OH; YAP, 2022). Além de sua capacidade em
catalisar a oxidagdo de compostos fendlicos, nao fenolicos substituidos, aminas aromaticas
(PANDEY et al., 2023), acidos fenolicos ¢ metoxifenolicos; essas enzimas também podem
realizar descarboxilac¢do e desmetilagio (EKEOMA et al., 2023).

A lacase, como catalisador verde, possui alta atividade catalitica, gera subprodutos
menos toxicos (NASEEM et al., 2023) e sua baixa especificidade de substrato (HAN et al.,
2022), aumentaram a demanda por lacase em aplicagdes biotecnologicas, como a
biorremediacdo (HAN et al., 2022; ALAM et al., 2023), e por isso tem sido amplamente
pesquisada na area de remediacdo de corantes (NASEEM et al., 2023).
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Figura 11 — Representacao da enzima Lacase e seu sitio catalitico. (a) Estrutura cristalina da
Lacase a partir do Protein Data Bank; (b) sitio catalitico da Lacase Tipo-1 (T1); (c) sitios

cataliticos da Lacase Tipo-2 (T2) e Tipo-3 (T3); e (d) representacao esquematica do sistema de
oxidacao do ciclo catalitico.
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Fonte: Adaptada de Daronch et al. (2020).

A capacidade das lacases para degradar corantes azo tem sido intensamente
investigada, pois elas demonstraram que podem degradar corantes azo e descolori-los
enzimaticamente (ISLAM et al., 2023). A Figura 12 apresenta um exemplo de via de
degradacao proposta de corantes azo por lacase. Os cobres presentes na estrutura da lacase

podem oxidar uma ampla gama de substancias aromaticas e inorganicas, onde os quatro ions
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Cu** em seu sitio ativo desempenham um papel importante na oxidacdo de seu substrato,
retirando quatro elétrons do composto, enquanto os quatro ions Cu** sio reduzidos a Cu’. A
lacase reduzida transfere os elétrons para o dioxigénio e, assim, produz dgua a medida que
retorna ao seu estado de repouso. Enquanto isso, o substrato oxidado se decompde
automaticamente em produtos simples, pois se tornou um cation radical ativo. Embora alguns
substratos oxidados possam reverter ao estado original, o 2,2'-azino-bis (4acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) pode ser usado como um mediador redox para a

descoloragdo e degradacao do corante (NGO; TISCHLER, 2022).

Figura 12 — Via de degradagdo proposta de corantes azo por lacase. Tais atividades foram
propostas para o ascomiceto Pyricularia oryzae.
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As lacases tém a capacidade de atuar sobre os corantes, criando precipitantes que
podem ser facilmente removidos; ou, transformando-os quimicamente em compostos
facilmente tratados (ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020).

A lacase funciona de maneira ideal em uma faixa de temperatura de 25 a 40°C e pH
7, sendo que variagdes de pH podem afetar a afinidade e a especificidade dos substratos das
lacases, e sua agao catalitica ¢ inibida pela presenca de reagentes como azida, haletos (excluindo
iodeto), hidroxido e cianeto. O fato de diferentes lacases exibirem diferentes tolerancias a
inibigdo de haletos indica uma acessibilidade distinta de haletos (EKEOMA et al., 2023).

Existem varios estudos que se concentram em varias degradagdes de corantes usando a lacase,
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incluindo Malachite Green, Methylene Blue, Bromophenol Blue e C.I. Reactive Blue 19, etc
(DATTA et al., 2021).

Embora as lacases demonstrem grande potencial para descolorir uma ampla gama
de corantes industriais, a degradacao do corante ainda ¢ um grande desafio devido a diversos
fatores como altas concentragdes de sal, presenga de varios metais contaminantes e a natureza
complexa dos residuos (PHAM et al., 2022). Uma vez que a aplicagdo de enzimas livres em
aguas residuais leva ao esgotamento répido da atividade, o que aumenta a frequéncia de
reabastecimento e os custos operacionais), uma solucao plausivel ¢ imobilizar as enzimas em

materiais e superficies especificas (GAO et al., 2022).

2.5 Imobilizacdo da Lacase

A 1mobilizacao pode ser definida como a fixacao de biocatalisadores (por exemplo,
enzimas, microrganismos e organelas) a sélidos insoluveis (RODRIGUES et al., 2023). O
suporte perfeito nao deve mostrar nenhum efeito negativo na configuragdo enzimatica, mas
deve promover um ambiente favordvel na interagdo por meio da conjuncdo adequada com as
enzimas (REN et al., 2023).

Apesar das funcdes promissoras, as aplicagdes de enzimas livres ainda possuem
barreiras a serem otimizadas (ANITA et al., 2020). As aplica¢des praticas de enzimas sdo
geralmente dificultadas por sua natureza fragil, baixa reutilizagdo e altos custos (HAN et al.,
2022). Pois, as enzimas tendem a ser frageis em condi¢des de alta pressdo, como poderia ser
encontrado nos processos industriais, como alta temperatura, reagdes de mistura e forgas
mecanicas. Em decorréncia disso, a estabilidade e a atividade da lacase livre diminuem
drasticamente, e esses fatores limitam a aplicagdo da enzima devido aos processos dispendiosos
envolvidos (ANITA etal., 2020). A imobilizagdo de enzimas tem sido considerada uma solugao
poderosa para esses problemas (HAN et al., 2022).

Existem alguns fatores que afetam o sucesso do sistema enzimatico imobilizado,
como a natureza do veiculo ou material de suporte, as propriedades da enzima e o processo de
imobilizagdo (ANITA et al., 2020). Assim, para imobilizar uma enzima, trés coisas devem ser
levadas em consideragdo (DARONCH et al., 2020):

1. A selecdo do material de suporte, com quimica de superficie adequada, que

define a quimica de ligacdo para a fixacdo da enzima;

2. A avaliacdo das condi¢des experimentais durante o processo, para otimizar o

desempenho operacional;
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3. A caracterizagdo do comportamento catalitico do biocatalisador resultante em

condi¢des operacionais.

Para materiais do suporte, propriedades como morfologia, area de superficie
especifica, volume de poro e didmetro de poro sao fatores criticos. Enquanto isso, os valores de
rendimento da imobilizacdo devem ser considerados para o sucesso do processo de
imobilizacdo. Os beneficios da enzima imobilizada incluem o aumento da estabilidade da
enzima em condi¢des extremas, a facilidade de manuseio da enzima e a reutilizagdo para ciclos
de reacdo (ANITA et al., 2020). Uma vantagem predominante das enzimas imobilizadas é a sua
reutilizagdo, o que reduz consideravelmente o custo operacional em aplicagdes praticas (HAN
et al.,, 2022). A imobiliza¢do de enzimas frequentemente limita sua liberdade de sofrer
mudangas conformacionais drasticas e, portanto, resulta em uma estabilidade mais excelente
em relagdo a desnaturagdo (RODRIGUES et al., 2023).

A estabilidade da lacase livre se deteriora lentamente com o aumento do tempo de
incubacdo sob condicdes operacionais extremas, sendo que a atividade da lacase livre diminui
e ndo pode ser reutilizada para degradar os contaminantes. Portanto, para resolver esses
problemas, uma estratégia eficiente ¢ a imobilizacdo da lacase em um suporte para melhorar as
propriedades da lacase (pH, estabilidade térmica, reutilizagdo e armazenamento) (CHEN; OH;
YAP, 2022). Os suportes enzimaticos adequados devem estar disponiveis, preferencialmente
serem baratos, ndo toxicos e aumentar significativamente a eficiéncia biocatalitica (AMERI et
al., 2023).

Pesquisas cientificas sobre a imobilizacao de lacase tém sido relatadas na literatura
desde 1986 (DARONCH et al., 2020). Existem muitos métodos e suportes usados para
imobilizacao de enzimas, que podem focar em um suporte especifico, método de imobilizagao
ou enzima. Dentre muitas formas disponiveis de imobilizagao, as mais amplamente preferidas
sdo adsorcdo, aprisionamento/encapsulamento e formacgdo de ligacdo covalente. O teor tipico
de enzima no produto final ¢ geralmente inferior a 10% em peso (ROUTOULA;
PATWARDHAN, 2020).

Em comparacdo com a lacase livre, as enzimas imobilizadas aumentam
significativamente a eficiéncia catalitica, ttm bom armazenamento (AMERI et al., 2023),
estabilidade operacional, permitem a recuperacgdo (facil separagao de dgua e aguas residuais),
reutilizagdo da enzima (AMERI et al., 2023; ZHANG et al., 2023). Além disso, a imobilizagao
da enzima ¢ uma estratégia eficaz para aumentar a estabilidade a temperatura, pH e forga
mecanica externa, aumentando a eficiéncia enzimatica e o valor da aplicagdo. A lacase

imobilizada no adsorvente ¢ capaz de alcangar a regeneracdo eficiente da capacidade de
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adsor¢do, assim a lacase pode degradar eficientemente o micropoluente na fase liquida ou
adsorvida no adsorvente a tempo, liberando o local de adsor¢do do adsorvente e restaurando
sua capacidade de adsorcao para micropoluentes e, finalmente, obter uma maior capacidade de
adsor¢ao. Assim, esse processo pode ser considerado como “adsor¢do enzimatica”. (ZHOU;
ZHANG; CAL, 2022).

Embora as lacases imobilizadas sejam operacionalmente mais estaveis do que as
lacases livres, a eficiéncia catalitica da lacase imobilizada ¢ ameagada pela limitacao de
transferéncia de massa, acesso reduzido para o substrato e perda de atividade enzimatica devido
a lixivia¢do da enzima (DONG et al., 2023). Uma carga enzimatica mais alta pode resultar na
aglomeracao de lacase no suporte, impedindo que os substratos acessem o centro ativo da lacase
e, assim, diminuindo a atividade enzimatica (DENG et al., 2022; DONG et al., 2023).

As lacases imobilizadas tém sido amplamente utilizadas para remediagao, como a
degradagao de fenois e corantes resistentes (DATTA et al., 2021). Diferentes métodos de
imobilizacdo e suportes tém sido utilizados para a biodegradacdo de corantes industriais
perigosos por lacase imobilizada (NASEEM et al., 2023). Os métodos de imobiliza¢do de
enzimas podem ser classificados como fisicos e quimicos. Na Figura 13 pode ser vista uma
visdo geral da imobilizagdo de lacase com os tipos de métodos usados e o desafio na escolha da
matriz adequada para sua imobiliza¢do; enquanto que na Figura 14 ¢ apresentado um diagrama

esquematico de alguns métodos de imobilizagdo de lacase (DARONCH et al., 2020).

Figura 13 — Métodos usados para imobilizagdo de Lacase e a escolha da matriz adequada para
sua imobilizagao.
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Figura 14 — Diagrama esquematico de alguns métodos de imobilizagdo de Lacase.
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Os métodos de imobilizagdo quimica incluem a ligagdo da enzima a matriz por
ligagdes covalentes. A criacdo de fortes ligacdes quimicas entre o biocatalisador e a matriz
reduz significativamente a perda da enzima e aumenta sua reutilizacdo. A ligacdo da enzima
com o suporte funcionalizado pode ser por ligagdo covalente ou ligacao cruzada (reticulagao),
que melhora a estabilidade operacional da enzima. Além disso, as enzimas podem ser
reticuladas entre si, criando um agregado enzimatico reticulado (CLEA) ou criando um cristal
enzimatico reticulado (CLEC). Dependendo do grupo funcional presente na superficie do
suporte, a fixacdo enzimatica se dard de forma diferenciada. Se na superficie do suporte
estiverem presentes os grupos —OH, C=0 e —NH>, apenas métodos de aprisionamento podem
ser aplicados, mas em uma superficie com —OH, COOH, C=0, —SH, —NH>, pode ocorrer
adsor¢@o da enzima e formagao de liga¢ao covalente (DARONCH et al., 2020).

A concentragdo do glutaraldeido (GLU), agente de reticulagdo, também influencia
a atividade relativa e a eficiéncia de imobilizagao das lacases, uma vez que concentragdes mais
altas de GLU impedem a estabilidade catalitica da lacase devido a alteragdes conformacionais
da proteina enzimatica (DENG et al., 2022; DONG et al., 2022). O tempo de armazenamento,
pH, a temperatura do armazenamento e o nimero de ciclos de reutilizagdo sdo os fatores que
determinam a estabilidade operacional da lacase imobilizada. Embora haja uma diminui¢ao da
atividade relativa com o aumento da duracdo do armazenamento em diferentes pH e
temperaturas, as lacases imobilizadas sdo, em geral, robustas em manter atividades cataliticas

superiores as lacases livres (DONG et al., 2022).
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Embora a imobilizacdo enzimatica ajude a superar as limitagdes da aplicagdo, as
técnicas de imobilizagdo ainda apresentam limitagdes (AL-SAREJI et al., 2023). O suporte ¢ a
peca chave para a imobilizacao da lacase. Os materiais veiculares adequados sdo propicios para
aumentar a capacidade catalitica da enzima e a estabilidade da lacase imobilizada. Em
comparagdo com lacases livres, a lacase imobilizada ndo s6 reduz a perda de atividade
enzimatica, mas também melhora a estabilidade térmica, estabilidade de armazenamento ¢
estabilidade operacional. Existe uma grande variedade de materiais de suporte, que podem ser
divididos em suportes tradicionais e novos materiais. Em comparacdo com os materiais
tradicionais, 0s novos materiais tém estruturas ou propriedades especiais, por exemplo,
magnetismo e condutividade, de modo que as lacases imobilizadas preparadas tém vantagens
unicas (ZHOU; ZHANG:; CAI 2021).

Nao existe uma combinacdo definida de técnica, suporte e enzima, pois a
imobilizacdo depende muito da reagdo/processo alvo, das condigdes dadas e das possiveis
interacdes. O que se pretende € criar um biocatalisador estavel e ativo que possa ser aplicado a
nivel industrial a um custo total aceitdvel (ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020). A
temperatura e pH 6timos das lacases variam de 20 a 60°C e 3 a 9, respectivamente, dependendo
da fonte da enzima e do substrato (DARONCH et al., 2020). As lacases podem ser instaveis a
temperatura ambiente, e sua conformagdo frequentemente muda em um ambiente fortemente
acido ou alcalino, tornando-as menos eficazes. Portanto, a imobilizagdo de lacases em suportes
pode efetivamente melhorar a estabilidade e reutilizagdo e agregar valor industrial. Como
muitos fatores podem levar a diminui¢do da atividade enzimatica, a selecdo de um suporte
adequado pode garantir a atividade e a utilizacdo econdmica dos catalisadores imobilizados
(REN et al., 2023).

Ha um interesse crescente em imobilizar a lacase em adsorventes para alcancar alta
remog¢do de poluentes através de adsor¢do e biodegradacdo simultaneas (AL-SAREIJI et al.,
2023). A imobilizagdo de enzimas ¢ considerada uma das abordagens mais eficazes para
aumentar a separacao mais facil do reator. Além disso, para as proprias enzimas, a imobilizagao
pode prevenir a aglomeracao enzimatica e a dissociacao de subunidades, e a estrutura da enzima
também se torna rigida, o que fornece um microambiente adequado para todo o processo
catalitico. Assim, desenvolver novos tipos de materiais ¢ seus métodos de imobilizagao
relacionados ¢ altamente desejavel (REN et al., 2023).

Como o custo de producdo da lacase ¢ elevado, dai a importancia da imobilizacao
em suportes solidos (IQHRAMMULLAH et al., 2023). Todavia, deve ser ressaltado que a

introducdo de suporte tende a aumentar os custos de producdo, tornando essencial o
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desenvolvimento de substratos excelentes e de baixo custo para combina¢do com enzimas (REN
et al., 2023). Enzimas imobilizadas podem ser economicas se o custo de imobilizacdo (custo
total de cada etapa do processo) for menor do que o custo de separagdo de enzimas soliveis do
produto (e de purificagdao adicional do produto, se necessario); além do custo de usar enzima
livre em cada “rodada catalitica” (ROUTOULA; PATWARDHAN, 2020). A imobiliza¢ao de
enzimas ja provou fortalecer a reutilizacdo do adsorvente e a taxa de remocdo de poluentes

enquanto diminui o custo operacional (ZHOU; ZHANG; CAI 2021).

2.5.1 Nanocompdsitos magnéticos (NCM)

Nos ultimos anos, os nanomateriais, como as nanoparticulas, nanotubos,
nanofibras, nanoporos, nanofolhas e nanocompositos t€m apresentado vantagens
incomparaveis na imobilizacdo de enzimas, o que pode garantir a constru¢do de um
microambiente adequado entre os suportes € as enzimas para uma biocatéalise 6tima (SOUZA
etal.,2017; REN et al., 2023).

Em comparagdo com os materiais de imobilizagdo tradicionais, os nanomateriais
exibem suas grandes vantagens em termos de grandes areas de superficie, boa porosidade, baixa
resisténcia a transferéncia de massa e locais de ligagdo abundantes que sdo benéficos para a
imobilizagdo da lacase (ZHANG et al., 2023). Algumas nanoparticulas, como estruturas metal-
organicas (MOFs) e nanotubos de carbono sdo amplamente relatadas para imobilizacdo de
enzimas devido as suas propriedades Unicas, como propor¢des de superficie para volume (GAO
et al., 2022). O termo “nanoparticulas” ¢ utilizado para definir particulas com uma faixa de
tamanho de 1 a 100 nm em pelo menos uma de suas trés dimensdes (FREIRE et al., 2016b).

A Figura 15 mostra algumas aplicagdes da lacase imobilizada em nanocompositos
na degradacao de residuos poluentes. Os materiais nanocompdsitos adequados sdo condutivos
para aumentar a capacidade catalitica da enzima, carregamento de lacase, eficiéncia de
recuperagao de atividade e estabilidade. Em comparacdo com a lacase livre, a lacase
imobilizada reduz a perda de atividade da enzima e também melhora sua estabilidade (ZHANG

etal., 2023).
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Figura 15 — Os materiais nanocompositos para imobiliza¢ao de
Lacase e suas aplicagdes na remogao da poluicao da agua.

Fonte: Adaptada de Zhang et al. (2023).

As técnicas de imobilizagdo permitem a reutilizagdo ou aplicacao de enzimas em
processos continuos, além de diminuir a taxa de desativacdo das mesmas em diferentes
condi¢cdes de processo. Para uma imobilizagdo enzimdtica bem sucedida, a escolha do suporte
¢ uma etapa crucial e, os nanomateriais, especialmente as nanoparticulas magnéticas (MNPs)
(OLIVEIRA et al., 2020), tém atraido muita atengdo devido a sua alta capacidade de adsorgao,
regeneracdo (PEHLIVAN et al., 2020), grande areca de superficie especifica, superficie
facilmente modificavel por métodos quimicos, boa estabilidade em uma ampla faixa de valores
de temperatura e pH (OLIVEIRA et al., 2020), e facil separacdo da mistura de reagdo por um
campo magnético (OLIVEIRA et al., 2020; PEHLIVAN et al., 2020). O método de separagio
magnética possui caracteristicas como alta eficiéncia, baixo custo e ecologicamente correto em
comparag¢ao com os métodos tradicionais de centrifugacdo e filtragdo (PEHLIVAN et al.,

2020).
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2.5.1.1 MNPs e suas propriedades magnéticas

O magnetismo ¢ conhecido pelo homem héa milhares de anos, existem relatos sobre
o surgimento das primeiras teorias sobre magnetismo na Idade Antiga. Os gregos, nesse
periodo, observaram que determinados fragmentos de rochas da regido da Magnésia, na Asia
menor, atraiam pedacos de determinados metais. A rocha encontrada era, no entanto, um tipo
de minério de ferro chamado magnetita (Fe3O4), dai a denominacao de magnetismo a essa
propriedade.

Entretanto, o estudo de magnetismo e, dos seus principios € mecanismos, €
relativamente recente. O magnetismo moderno teve inicio no século XIX com os estudos de
Hans Oersted. Em 1819, esse pesquisador observou o desvio de uma agulha imantada causado
pela proximidade de um fio com corrente elétrica. Além dele, varios pesquisadores
contribuiram para desvendar o fendmeno do magnetismo ao longo do tempo, como Andreé-
Marie Ampere, Dominique Frangois Arago, Carl Friederich Gauss, Michael Faraday, Pierre
Curie, J. J. Thompson, Niels Bohr, Goudsmit e Uhlenbeck (SILVA, 2011).

Por outro lado, que a magnetita ¢ um ima natural, pode-se obter imas artificiais
através do processo de imantacdo, a saber: a) por atrito, quando uma barra de ferro ¢ atritada
por um ima sempre no mesmo sentido; b) por contato, quando uma barra de ferro ¢ colocada
em contato com um ima; ¢) por indu¢do, quando uma barra de ferro se imanta pela proximidade
de um ima sem que haja contato, apenas pela influéncia; d) por corrente elétrica, quando um fio
condutor de eletricidade € enrolado a uma barra de ferro e percorrido por uma corrente continua
(SILVA, 2014).

Os fendmenos magnéticos podem ser expressos por duas grandezas: o vetor inducao
magnética B e o vetor intensidade de campo magnético H. B depende tanto da corrente de
conducdo quanto da magnetizacdo do meio (corrente de Ampere), enquanto H esta relacionado
com a corrente que cria o campo (corrente de condugdo). Portanto, B ¢ a resposta a um campo
externo (H) aplicado em um material magnético (RODRIGUEZ, 1998; RIBEIRO, 2000).

Entdo, B e H se relacionam conforme Equagao (2.1):

B =u.H 2.1)

Onde:

p € a permeabilidade magnética.
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Os materiais sdo classificados pela sua resposta a um campo magnético aplicado
externamente. Cinco tipos basicos de magnetismo podem ser descritos: diamagnetismo,
paramagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo e ferrimagnetismo, conforme vistos
na Figura 16, como diamagnéticos, paramagnéticos, antiferromagnéticos, ferromagnéticos e
ferrimagnéticos, e o prefixo refere-se a natureza das interacdes de liga¢do entre os dipolos
dentro do material.

O magnetismo de um material ¢ uma consequéncia direta do momento angular
orbital e do momento de spin dos elétrons. Em cada atomo, os momentos magnéticos de orbital
e de spin do conjunto de todos os elétrons se acoplam, resultando no cancelamento total ou a
soma desses momentos. Assim, 0 magnetismo observado nos atomos € uma consequéncia da
existéncia ou ndo do cancelamento desses momentos, sendo que o ndo cancelamento desses,

leva a0 momento magnético atomico resultante (SILVA, 2013).

Figura 16 — Representacao e classificacdo dos diferentes tipos de materiais magnéticos.
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2.5.1.1.1 Visao geral da estrutura das ferromagnetistas

A magnetita pertence a uma classe de materiais com estrutura cubica de espinélio,
cuja formula geral ¢ escrita como AB2Os4, em que A e B denotam os sitios tetraédricos e
octaédricos ocupados por cations de carga 2+ e 3+, respectivamente. No caso da magnetita,
considera-se sua estrutura como sendo de espinélio inverso, uma vez que a posi¢ao dos cations
¢ invertida: os ions Fe** ocupam metade dos sitios B, enquanto que o Fe*" ocupam todos os
sitios A e metade dos sitios B (FIGURA 17). O magnetismo observado no Fe3Os esta
diretamente relacionado a distribuigdo catidnica em sua estrutura, os ions Fe** que ocupam
ambos os sitios A e B apresenta alinhamento antiparalelo, havendo, portanto, um cancelamento
total dos seus respectivos momentos magnéticos. Dessa forma, a magnetizacdo liquida do
material é resultante apenas da contribui¢io dos ions Fe**, podendo a magnetita ser considerada,
entdo, ferromagnética e com alta magnetizac¢ao de saturagdo (FREIRE et al., 2016b; SOUZA,
2011).

Figura 17 — Representagdo esquematica das interagdes de spin de FeO.Fe>Os.
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Fonte: Adaptado de Silva (2011).

2.5.1.1.2 Histerese Magnética

Para verificar a capacidade de magnetizagdo e desmagnetizagao de um material, se

analisa a sua histerese. Em termos gerais, a histerese magnética mostra a tendéncia de um
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material em manter suas propriedades magnéticas, na auséncia de um estimulo externo que as

gerou.

Entdo, uma maneira de estudar os processos de magnetizagdo em um material
ferromagnético ¢ submeté-lo a um campo externo variavel, e acompanhar o comportamento da
magnetizacdo total do material 4 medida que o campo aplicado se modifica. Pode-se, entdo,
tracar uma curva de magnetizacdo em funcao do campo. E esta curva serd uma somatoria de
todos os processos reversiveis e irreversiveis de magnetizagcao que vao ocorrendo a medida que
o campo varia. Na Figura 18 (a) temos um exemplo de como seria uma curva onde dominam
processos reversiveis. Na Figura 18 (b) temos um exemplo do que ocorre quando hé processos

irreversiveis numa curva (SINNECKER, 2000).

Figura 18 — Curvas de magnetizacao (a) predominantemente reversivel e (b) onde ha processos
irreversiveis caracterizando a formacao de uma histerese.

a) b)
rragnetizacio magnetizacac
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Fonte: Zhao ¢ Wen, 2020; Sinnecker (2000).

Aplicando-se um campo no material inicialmente desmagnetizado (FIGURA 19),
esse seguira a curva pontilhada até atingir um patamar constante chamado de magnetizagao de
saturagdo (Ms). Em que, Ms ¢ a magnetizacdo maxima que pode ser induzida por um campo
magnético externo dentro de um material. Através da diminui¢ao do campo a partir desse valor,

M decresce mais lentamente seguindo o sentido dado pela seta at¢ um valor residual da
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magnetizacdo para um campo nulo chamado de magnetiza¢do remanescente (Mr), em que o
material permanece magnetizado sem aplicacdo de campo. Invertendo, agora, o sentido do
campo; esse segue no mesmo sentido da curva para valores de M menores que Mr até que a
magnetizacdo se anule para um determinado valor de campo, chamado de campo coercivo
(HC). Ainda com a continuacdo da variagdo do mddulo do campo se obtém novamente uma
regido de saturacdo; e, repetindo o ciclo no sentido inverso, ocorre uma curva fechada que ¢ o
chamado ciclo de histerese (RIBEIRO, 2000; COELHO, 2011; HOSSAIN; HOSSAIN;
SIKDER, 2022).

Figura 19 — A magnetizagdo (M) versus for¢ca do campo magnético aplicado (H),
onde Ms ¢ a magnetizacdo de saturagdo, Mr ¢ a magnetizacdo remanescente e HC ¢
a coercividade.

e

Fonte: Adaptado de Hossain, Hossain e Sikder (2022).

Embora as MNPs compostas por 6xido de ferro (Fe3O4) magnético puro tenham
excelente eficiéncia de separagdo, héa desafios em wusa-las (HAMEDI; REZAEI,
ZENDEHBOUDI, 2022).

Pois, essas sdo altamente sensiveis a condi¢des acidas e oxidativas, e tendem a se

agregar em meio liquido devido as fortes atragdes magnéticas dipolo-dipolo entre as particulas
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(OLIVEIRA et al., 2020); em vista disso, resulta em sua precipitagdo e alta atividade quimica;
consequentemente, causa oxidagdo pelo ar e perda de magnetismo nas nanoparticulas
(HAMEDI; REZAEI; ZENDEHBOUDI, 2022). Exigindo, portanto, uma modificacdo ou
funcionaliza¢ao (OLIVEIRA et al., 2020).

Assim sendo, a estabilizacgdo das MNPs se faz necessaria, através do
desenvolvimento de uma camada de revestimento usando diferentes compostos

organicos/inorganicos (HAMEDI; REZAEI; ZENDEHBOUDI, 2022).

2.5.1.2 Nanoparticulas de magnetita revestidas com quitosana

Materiais nanocompositos tém sido desenvolvidos e aplicados na imobilizagao
eficiente de lacase devido ao seu desempenho fisico, quimico e biologico superior. As
propriedades superiores do nanocompdsito podem efetivamente melhorar a quantidade de
carregamento, a eficiéncia catalitica e a estabilidade da lacase. Além disso, pode reter as
propriedades originais tanto quanto possivel, a0 mesmo tempo em que cria novas propriedades,
que desempenham um papel positivo na imobiliza¢do da lacase (ZHANG et al., 2023).

Atualmente, os pesquisadores t€ém dado aten¢do especial a fabricagdo de materiais
adsorventes magnéticos devido a sua facil separacdo da solucdo tratada pelo campo magnético
externo (REGHIOUA et al., 2021). As MNPs sao frequentemente usadas como materiais de
imobilizacdo porque nao interferem nas propriedades naturais de biomacromoléculas, como
proteinas e enzimas e, portanto, biomacromoléculas conseguem manter suas atividades
biologicas (ULU et al., 2020).

O Fe304 ¢ uma das particulas magnéticas comumente usadas como nucleo
magnético em adsorventes devido as suas propriedades notaveis, como alta area superficial,
biocompatibilidade, capacidade de resposta magnética, estabilidade quimica (REGHIOUA et
al., 2021). As MNPs de Fe3;04 tém um tamanho de poro ajustavel, estrutura porosa ordenada e
grande area de superficie especifica que melhoram o desempenho de biocatalisadores para
degradagao de poluentes organicos (DENG et al., 2022; DONG et al., 2023). Para evitar a
formacao de agregados e a facil oxidagdo na presenga do ar, o nucleo magnético das
nanoparticulas de Fe3O4 pode ser coberta por uma fina camada de moléculas organicas,
polimeros e também por materiais inorganicos, como silica e 6xidos metalicos (DARONCH et
al., 2020).

Dentre os polimeros utilizados para estabilizar as MNPs, a quitosana (CHI) se

destaca pela sua baixa toxicidade e boa biocompatibilidade, bem como pela presenga de grupos
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amino que possibilitam a imobiliza¢do da enzima por reticulagdo com reagentes bifuncionais
como o GLU (OLIVEIRA et al., 2020). A CHI é um biopolimero que exibe caracteristicas
como facilidade de modificagdo, alta capacidade de adsorcao, atividade antimicrobiana,
disponibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade (QAMAR et al., 2020; JAWAD et al.,
2022; REGHIOUA et al., 2021). A CHI é um polissacarideo natural, bioativo e catidnico,
formado por subunidades de glucosamina e N-acetilglucosamina ligadas por ligagdes p (1-4).
Ela ¢ insoluvel em dgua e outros solventes organicos, mas pode ser dissolvida em certos acidos
organicos (isto é, acido acético e acido formico) (QAMAR et al., 2020).

A quitina ¢ um dos polimeros naturais mais abundantes na terra e importante
recurso de biomassa que ¢ produzida em animais. Ela € utilizada como matéria-prima para a
producdo de CHI por desacetilagdo, onde as principais etapas envolvidas nessa conversao sao
desmineralizagdo, desproteinizagao ¢ descoloragao. Todas essas etapas sao realizadas por meios
quimicos ou biologicos (fermentacdo e/ou tratamento enzimdtico). A Figura 20 apresenta a

obtengdo da CHI a partir da quitina proveniente de recursos naturais (QAMAR et al., 2020).

Figura 20 — Extracdo de quitina de recursos naturais € sua conversao em quitosana.
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Fonte: Adaptada de Qamar et al. (2020).

A CHI ¢ extensivamente aplicada na remog¢do de corantes organicos e ions
metalicos devido a presenca de sitios ativos (grupos amino e hidroxila) em seu esqueleto. A
presenca de grupos funcionais amino protonados (-NH**) na CHI sio responsaveis por adsorver
uma molécula organica anidnica, especialmente em ambientes dcidos por atragdo eletrostatica.

Muitos estudos relataram a aplicagdo da CHI e derivados de CHI para a remoc¢ao de corantes
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de efluentes (REGHIOUA et al., 2021). No entanto, o uso da CHI pura ¢ restrito por sua
dissociacdo em ambiente 4cido, baixa estabilidade quimica, pequena area superficial JAWAD
et al., 2022), formag¢ao de coloides na agua, degradagdo por agdes quimicas e fraca resisténcia
mecanica (REGHIOUA et al., 2021).

O desenvolvimento de propriedades da CHI por composi¢ao com nanoparticulas de
oxido metdlico atraiu atencdo especial devido as suas excelentes propriedades, como
estabilidade quimica, prote¢do ao meio ambiente, alta area superficial, caracteristica estrutural
¢ propriedade adsortiva desejavel (REGHIOUA et al., 2021). Portanto, a combinagao de
componentes inorganicos ou organicos com a CHI é uma forma eficaz e comum de gerar novos
materiais com caracteristicas novas ou aprimoradas (JAWAD et al., 2022).

Os nanocompositos de magnetita a base de CHI podem ser sintetizados usando um
método versatil assistido por ultrassom in situ envolvendo uma etapa rapida, onde a
coprecipitagdo quimica e a funcionalizagdo ocorrem ao mesmo tempo. O esquema do
procedimento e a estrutura idealizada obtida sao mostrados na Figura 21. Uma vez que a sintese
estd sendo realizada sob irradiacdo de ultrassom, as proprias ondas de sonicagdo (energia
mecanica vibratdria gerada no conversor do equipamento) promovem uma dispersiao
homogénea com uma area superficial ultraelevada entre a CHI e os ions de ferro. Na primeira
etapa, os ions ferro (Fe** e Fe*") sdo capturados pelos grupos amino da CHI para formar o
complexo Fe-CHI. Como resultado desse efeito de quelacdo, os grupos amino quelados podem
dificultar a difusdo dos ions de ferro, controlando o crescimento dos cristais de magnetita. Na
segunda etapa, enquanto a base ¢ adicionada, o processo de cavitagdo melhora a homogeneidade
do sistema, evitando a formacao de aglomerados durante o crescimento do cristal (FREIRE et
al., 2016a).

A combinagdo de precursores organicos e inorganicos gera materiais hibridos mais
biocompativeis com os peptideos contidos nas enzimas (EKEOMA et al., 2023). A
imobilizacdo da enzima lacase pode ser feita em nanoparticulas de magnetita revestidas com
CHI (Fe304-CHI) de modo que a enzima imobilizada possa ser utilizada repetidamente
(KALKAN etal., 2012; ZHANG et al., 2020). Ao imobilizar a lacase em um composito hibrido
de Fe304 com CHI tiolada (Fe3Os - TCS), Ulu et al. (2020) obteve uma alta estabilidade em
uma ampla faixa de temperatura e pH, sendo que a lacase imobilizada exibiu boa capacidade
de reutilizagao (20 vezes), apresentando atividade de descoloragdo de corantes téxteis organicos

a longo prazo (corante azo Reactive Blue 171 e corante indigo Acid Blue 74).
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Figura 21 — Representagdo esquematica da preparagao de nanocompositos de Fe3O4-CHI por
ultrassom e seu arranjo estrutural final.
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Fonte: Adaptada de Freire et al. (2016a).
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Capitulo 3

Compreendendo a biodegradacao de corante antraquinona

pela Lacase de Aspergillus sp.: tedrico e experimental

3.1 Resumo

Os residuos das atividades industriais causam sérios prejuizos ao meio ambiente,
especialmente aos corpos hidricos. Dentre esses residuos podemos citar os efluentes
descartados pelas industrias téxteis, que se caracterizam por apresentar alta carga de compostos
organicos. Os corantes sdo os principais residuos desses efluentes, sendo esses compostos
recalcitrantes, de dificil degradacdo, e altamente toxicos para o meio ambiente. A
biodegradagdo de corantes por lacase fungica tem grande potencial.

Nessa perspectiva, o objetivo deste trabalho estudar as propriedades bioquimicas e
fisico-quimicas (atividade, estabilidade, pH e temperatura 6timos) da lacase comercial do fungo
Aspergillus sp., pois fornecem muitas informagdes iniciais importantes para estudos basicos e
para a aplicag@o de lacase na biotecnologia.

Também fez parte do escopo desta pesquisa, investigar a influéncia do tempo de
reagdo, pH, temperatura, e carga enzimatica na descoloracdo do corante Reactive Blue 19
(RB19), catalisada pela lacase. No estudo tedrico, um editor molecular, foi utilizado para
analisar o estado de protonacdo do corante e, suas microespécies formadas; porque, ao se
explorar bases de dados ¢ possivel extrair varias informagdes que auxiliam na compreensao do
comportamento das moléculas. J4, para prever as possiveis interagdes entre as moléculas
estudadas; utilizou-se, a ferramenta de docking molecular, que se destaca como sendo uma
técnica para prever possiveis interacdes entre ligante e proteina; empregando-se, entdo, da
energia envolvida nesse processo para predizer a melhor orientagao de ajuste entre as mesmas.

Com isso, os resultados experimentais encontrados, indicaram que a enzima
estudada teve excelente capacidade de descolorir o corante antraquinona (RB19) sem qualquer

mediador redox. A porcentagem otima de descoloragdo (72,76% + 1,12) foi alcancada a 25°C,
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pH 4,0 e 12,5 mg L' de RB19, em 18 horas. Os resultados indicam que, em condicdes ideais,

a lacase de Aspergillus sp., tém um forte potencial para remover RB19 de efluente téxtil.

3.2 Introducao

Os corantes usados para impressdo de papel, fotografia colorida, tingimento téxtil
e como aditivo em produtos petroliferos t€ém origem sintética e estrutura molecular aromatica
complexa. A decomposi¢do de corantes resulta na produgao de diversas substancias toxicas
que sdo liberadas no meio ambiente através de efluentes residuais, causando problemas génicos
ou carcinogénicos (PATILA et al., 2022). Assim, a degradag@o do corante ou modificagdo dos
subprodutos produzidos ¢ de importancia critica. Até agora, o tratamento de corantes ¢ realizado
por uma variedade de métodos, incluindo oxidacdo quimica, adsor¢do, co-precipitagdo ou
fotodegradacdo (RASHEED et al., 2019).

Apesar das tecnologias existentes que sdo geralmente caras e comercialmente ou
ambientalmente pouco atraentes, 0s processos enzimaticos aparecem como alternativas
potenciais porque sdo econOmicos, ecologicamente corretos, os produtos da degradacao
enzimatica sdo menos toxicos que os corantes sintéticos puros e podem ser aplicados a uma
ampla gama de corantes contendo efluentes industriais (CHATHA; ASGHER; IQBAL, 2017;
RASHEED et al., 2019). Além disso, o tratamento enzimatico pode ocorrer em uma ampla
faixa de pH e temperatura e contra altas concentragdes de poluentes (CHIONG et al., 2016).
WREF (fungos de podriddo branca) tem a capacidade de degradar contaminantes em virtude de
suas enzimas ligninoliticas extracelulares, incluindo lignina peroxidases (LiPs), manganés
peroxidases (MnPs) e lacases (Lacs) (ASGHER; KAMAL; IQBAL, 2012).

Lacases (EC 1.10.3.2) sao oxidases multi-cobre, que catalisam a oxidacao de um
elétron de uma ampla gama de substancias orgéanicas e inorganicas, através da reducdo do
oxigénio molecular a agua (ARREGUI et al., 2019; BASSANINI et al., 2021). As lacases
exibem ampla especificidade de substrato, portanto, sao amplamente aplicadas na modificacdo
de fibras de madeira, sintese quimica ou medicinal, desintoxicacdo de poluentes e
branqueamento biologico nas industrias de celulose e papel (BASSANINI et al., 2021; DANA
etal., 2017).

O presente estudo foi definido estudar as propriedades bioquimicas e fisico-
quimicas (atividade, estabilidade, pH e temperatura 6timos) da lacase comercial do fungo
Aspergillus sp. (LAC), pois fornecem muitas informagdes iniciais importantes para estudos

basicos e para a aplicagdo de lacase na biotecnologia. Também fez parte da perspectiva desta
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pesquisa, investigar a influéncia do tempo de reagdo, pH, temperatura, carga enzimatica na

remo¢ao do corante RB19 usado como modelo, corante que pertence a classe das antraquinonas.
3.3 Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados com lacase de Aspergillus sp. comercializada
pela Novozymes (Dinamarca). Acido acético glacial (CH;COOH, 99,7%) foram adquiridos da
VETEC. Guaiacol (2-metoxifenol, Eter monometilico catecol, Eter monometilico de
pirocatecol) foram provenientes da Sigma-Aldrich. O corante utilizado no presente estudo,
RBI19, foi cedido pela empresa DyStar. Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

Para a elaboragdo do delineamento experimental pelo método Taguchi foi utilizado
o software Statistica® 10 (Statsoft, TULSA, OK, USA) e, para a criagdo dos graficos, o
OriginPro®2019 (OriginLab, Northampton, MA, USA). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
3.3.1 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da enzima foi medida utilizando guaiacol como substrato padrao. Esse
método € baseado na oxidagdo do guaiacol gerando sua respectiva quinona (absor¢ao a 420 nm
e =12.100 M! cm™). As determinagdes foram conduzidas em um espectrofotometro UV-Vis
(Shimatzu UV-1800). A atividade da lacase foi calculada de acordo com a Equagdo (3.1).
(ALAM et al., 2023; YUAN et al., 2021).

Abs; — Absg) * vy * 103
f

UmL™?! (3.1)
exvVxt*d

Atividade da lacase =

Onde:

Absy = absorbancia final,

Abs, = absorbancia inicial;

Vsol = volume total da solugao (mL);
vV = volume da enzima (mL);

e = coeficiente de extin¢ao molar;

t = tempo de reacdo (min);
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10° = fator de corre¢do (umol mol™});

d = comprimento da célula (cm).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 umol L™! de substrato por minuto. A concentracio de proteina foi entdo
determinada usando o método de Bradford conforme descrito, € a albumina de soro bovino foi

usada como referéncia (BRADFORD, 1976).

3.3.2 Propriedades da enzima Lacase

3.3.2.1 Ponto isoelétrico da enzima

O ponto isoelétrico € a situagdao na qual o aminoacido apresenta a mesma quantidade
de cargas positivas e negativas, de modo que a soma das cargas € nula. O ponto isoelétrico (pl)
de uma proteina pode ser consultado teoricamente, para a sequéncia de aminoacidos que vocé
inserir, através do Protein isoelectric point calculator (ISOELECTRIC, 2023; SILLERO;
RIBEIRO, 1989).

3.3.2.2 Efeito da temperatura na atividade da Lacase

Avaliou-se a atividade oxidativa da lacase sob diferentes temperaturas, conforme
metodologia de Melo et al. (2017) com modificagdes. Para isso, a enzima foi incubada em
tampao acetato de sodio (95 mM; pH 4) a 30, 40, 50, 60 e 70°C durante 10 min (FIGURA 22).

Apos o processo de aquecimento, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e
imediatamente aquecidas a temperatura ambiente (25°C) em banho-maria antes da andlise. A
atividade foi medida usando guaiacol, e a atividade residual foi expressa como uma

porcentagem da atividade inicial.
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Figura 22 — [lustracdo esquematica do estudo do efeito da temperatura na atividade
da Lacase.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.3 Propriedades do corante Reactive Blue 19

3.3.3.1 Teste de estabilidade do corante em fungao do pH

Inicialmente, uma solucdo aquosa de RB19 com concentragdo 0,1 mMol L' foi
preparada. Em seguida, foram determinados os comprimentos de onda de maxima absorbancia
(Amax) utilizando um equipamento de espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV/Vis -
SHIMADZU). Para tal foi realizada uma varredura na faixa de comprimento de onda de 190 a
800 nm.

Determinado o Amax, em seguida foi realizado um teste para verificar a influéncia
do pH na determinagdo do comprimento de onda caracteristico, uma vez que a diversidade de
cores nos corantes se deve ndo so a presenga de grupos auxocromos; como também, a variagao
de sistemas conjugados com a alteragdo da faixa de pH (MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ,
2015).

Esse teste de estabilidade em diferentes pHs, procedeu-se da seguinte forma: a
solugdo aquosa de partida com concentragdo 0,1 mMol L' foi usada. Retirou-se 11 aliquotas
desta referida solugdo. Cada uma das 11 solugdes, sofreram corre¢ao de pH visando atingir os
valores de 1 a 12 espagados por 1 unidade de pH. Para isso, se utilizou de NaOH 1 mol L™ e
HCI 0,1 mol L!. A absorbancia de cada solu¢io foi medida em um espectrofotometro UV-Vis

(SHIMADZU UV 1800), varrendo a faixa de comprimento de onda que equivale 800-190 nm.
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3.3.3.2 Efeitos do pH na descoloragdo do corante

O efeito do pH, na descoloragdo do corante modelo escolhido nesse trabalho

(RB19), foi investigado por lacase de Aspergillus sp., em tampao acetato e fosfato (pH 3-7).
3.3.3.3 Ensaio de degradacdo de corante

Experimentalmente, 5 mL de solugdo corante, 12,5 g mL™, foram misturados com
0,2 mL de tampdo acetato 0,250 mol L™, pH 5 e incubados com 1,5 U mL™! de enzima. Um
segundo grupo de frascos foi incubado com os mesmos componentes, porém, sem a enzima,
para a obtencao de valores do controle negativo. Os frascos foram mantidos sob agitacdo 150

rpm e temperatura de 25°C (FIGURA 23).

Figura 23 — Ilustragdo esquematica do ensaio de degradacdo de corante RB19
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Fonte: Elaborada pela autora.

A diminuigdo na intensidade da cor da solu¢do de corante apos o tratamento com
lacase foi determinada em um espectrofotometro UV-Vis, UV-1800 (Shimadzu, Japio), a 590

nm. A porcentagem de descoloragio do corante foi calculada usando a Equacgdo (3.2).

A — A
f

* 100 (3.2)

% Descoloragao =

Onde:
A; = absorbancia inicial;

Ap= absorbancia final.
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3.3.4 Equilibrio acido-base do corante

3.3.4.1 Titulagdo potenciométrica

Na titulagdo potenciométrica determina-se concentragdo do analito, através do
volume gasto da solu¢ao padronizada (titulante) necessaria para atingir uma medida de
potencial que representa o ponto de equivaléncia da reacdo. No ponto de equivaléncia, o
titulado ¢ totalmente consumido e a diferenca de potencial medido a partir desse ponto
correspondera ao acumulo do titulante na solugado, resultando em subita mudanga no potencial,
indicando o término da reacgao.

A titulagdo potenciométrica requer equipamento especial (potencidometro, eletrodos
indicadores e de referéncia), e fornecem dados que sdao mais confidveis que aqueles gerados por
titulagdes que empregam indicadores quimicos; além disso, elas sdo particularmente uteis com
solugdes coloridas ou turvas. Isso sem contar que apresentam uma série de vantagens como:
maior sensibilidade; se requer a variagao de potencial, e ndo sua medida absoluta; consumem
menos tempo que as titulacdes envolvendo indicadores; pode ser aplicada em meio nao aquoso;
e, ainda pode ser adaptada a instrumentos automaticos (SKOOG, 2006).

O objetivo nesse estudo desta técnica, € verificar o comportamento 4cido-base da
molécula do corante. Para isso, as titulagdes potenciométricas foram realizadas em um titulador
automatico Metrohm 809; utilizando sistema de bureta automatizado Metrohm 800 Dosino e
agitador magnético 801 Stirrer. As titulacdes foram realizadas na temperatura T = 293,15K,
utilizando um eletrodo combinado de pH (Ag/AgCl). A tensdo do eletrodo em mV foi registrada
diretamente com o software Metrohm Tiamo 1.3, cujo sinal em mV foi utilizado diretamente
na analise dos dados da titulacao (FIGURA 24).

A solugio de HCI 1 mol L™! utilizada na titulagiio foi padronizada com uma massa
conhecida de carbonato de sodio anidro PA. O volume utilizado da solugdo de RB19 na

concentragdo 10 mmol L, foi 20 mL.
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Figura 24 — Titulador potenciométrico
automatico utilizado nos experimentos

Fonte: Elaborado pelo autora.

3.3.4.2 Microespécies — estudo tedrico

Os estados de protonacdao do corante estudado, a microdistribuicao tedrica das
estruturas moleculares a T = 293,15K, e em uma faixa de pH entre 0 e 14, foram avaliados pelo
calculator plugin disponivel em MarvinSketch© versdo 20.14, 2020, ChemAxon

(https://www.chemaxon.com) utilizando licenca académica.

3.3.5 Estudo in silico

Foram realizados estudos de ancoragem molecular para auxiliar nas abordagens
utilizadas para as explicacdes dos resultados observados entre o corante e a lacase. Assim, os

dados do ligante (corante) foi examinado estruturalmente pela modelagem molecular por um
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estudo de acoplamento ao receptor (lacase) usando o software AutoDock Vina com o objetivo

de prever sua afinidade, orientacdo e superficies circundantes.

3.3.5.1 Preparo da proteina e obtencdo do ligante

A estrutura cristalina da enzima LAC ID 5LMS foi obtida do Protein Data Bank
(BERMAN et al, 2000; FERRARONI et al., 2017). A ferramenta computacional
AutoDockTools 1.5.6 (SANNER, 1999) foi usada para remover moléculas de dgua, glicanos,
ions e outros ligantes desnecessarios. Além do reparo dos atomos perdidos, a adicdo de cargas
polares e hidrogénios (MORRIS et al., 2009). O ligante RB19 foi obtido pelo repositorio
ChemSpider (https://www.chemspider.com/), com o codigo 16472.

3.3.5.2 Docking molecular

A fixagdo molecular do Ligante RB19 ao receptor LAC foi realizada utilizando-se
AutoDock Vina 1.1.2 (EBERHARDT et al., 2021), a partir da consideragdo de enzimas rigidas
e ligantes flexiveis (LORBER; SHOICHET, 1998; MORRIS et al., 2009; TROTT; OLSON,
2009). A metodologia escolhida para o ensaio foi de docking cego. Sendo assim, o software
AutoDockTools 1.5.6 (SANNER, 1999) foi utilizado para estabelecer as coordenadas da grade,
a qual utilizou a proteina inteira. Os resultados foram entdo avaliados em valores de RMSD
(raiz quadrada do desvio quadratico médio) e energia de interagdo. As imagens das interagdes

obtidas foram visualizadas no software Pymol 2.5.4 (SCHRODINGER, 2015).
3.4 Resultados e Discussoes
3.4.1 Propriedades da enzima Lacase
3.4.1.1 Ponto isoelétrico da enzima
Para o presente estudo, a consulta para o ponto isoelétrico da lacase foi efetuada
teoricamente através da sequéncia de aminodacidos da proteina, em Isoeletric (2023). Segundo

Baldrian (2006) um monémero tipico de uma lacase ¢ geralmente uma molécula de 60 a 80 kDa

com o ponto isoelétrico acido de aproximadamente 4,0; no caso, para a lacase de Aspergillus
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sp., o valor do pl encontrado foi de 4,5; valor esse que estd coerente com o apresentado na
literatura. Outra importante caracteristica estrutural ¢ o teor de carboidratos (10 — 25%), que

contribui para sua estabilidade conformacional e protecdo contra degradacdo de proteases

(HILDEN; HAKALA; LUNDELL, 2009).

3.4.1.2 Efeito da temperatura sobre a atividade da Lacase

O efeito da temperatura na atividade relativa da lacase livre foi estudado em uma
faixa de temperatura 30 — 70°C. Na faixa de temperatura estudada ¢ possivel perceber na Figura
25, que a enzima livre apresentou sua maior atividade a 30°C, caracterizando; entdo, como sua
temperatura 6tima. Atacan e Ozacar (2015) relataram que as enzimas sdo geralmente mais
estaveis em temperaturas mais baixas. Posteriormente, se verifica com o aumento da
temperatura que sua atividade se estabiliza entre 40 e 50°C; j4, em temperaturas mais elevadas
sua atividade relativa se reduz. Estudo e resultados semelhantes foram obtidos por Palonen et
al. (2003) e Xu et al. (1996) indicaram que, em geral, as lacases sdo estaveis a 30 — 50°C e
perdem rapidamente a atividade em temperaturas acima de 60°C, quando sua desnaturacao

térmica tende a ocorrer (AGRAWAL et al., 2019; PALONEN et al., 2003; XU et al., 1996).

Figura 25 — Estudo do efeito da temperatura (30°C a 70°C) na
enzima livre.
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3.4.2 Equilibrio &cido-base do corante

Com o objetivo de estudar o comportamento acido-base da molécula do corante
RB19, foram realizadas titulagdes potenciométricas cujos resultados sao apresentados na Figura
26; além da curva de primeira derivada da curva de titulagdo que mostra os valores de pKa

dessa molécula (SKOOG, 2006).

Figura 26 — Curva de titulacdo potenciométrica da molécula RB19 em fung¢ao do volume de
HCI padronizado adicionado a célula (curva preta) e curva de derivada primeira da curva de

titulagao (curva vermelha).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 26, observa-se que a curva de titulagdo (cor preta) apresenta um
comportamento acido-base do tipo anfotero, uma vez que existem grupos que agem como

acidos fracos, como o grupo sulfonico; e, bases fracas, como anilina (amina ligada a anel

aromatico), amino conjugados possuem essa caracteristica.




&9

O primeiro ponto de viragem, em torno de 1,2 mL (pKbl = 1,97) pode ser atribuido
ao grupo sulfonico mais distante da molécula de RB19, pois ndo interage com atomo algum e
o seu hidrogénio ionizavel sai muito facilmente. Ja o segundo hidrogénio ionizével em torno de
1,5 mL (pKb2 = 2,08) possui valor de pKb muito proximo de um grupo sulfénico, que esta
ligado diretamente ao anel dianilinico.

Nesse contexto, apesar dos valores de pKb serem proximos, o grupo sulfénico em
discussao interage via ligagdo de hidrogénio pelo grupo —NH> do anel anilinico. Contudo, pela
curva de titulacdo € possivel observar uma queda de pH intensa ao redor de 2,0 mL (pKb3 =
2,27), o que pode indicar que um dos hidrogénios localizados nos grupos amino da molécula
de RB19 foi desprotonado.

Considerando a estrutura molecular do RB19, ¢ mais provavel que a desprotonacao
do hidrogénio da amina ocorra em —NH>, e ndo em —NH—, uma vez que esse hidrogénio em
especifico estd com carga parcial positiva e pode fazer uma ligagcao de hidrogénio com o 4tomo
de oxigénio ligado na hidroquinona. Contudo, o grupo —NH> possui dois hidrogénios
disponiveis, e apenas um deles potencialmente forma uma ligagdo de hidrogénio e,
teoricamente, deixa o outro livre. Porém, existe um atomo de oxigénio também vizinho no
grupo sulfonato, mas este possui um comprimento de ligagdo S=0O maior do que o da
hidroquinona, C=0, o que inviabiliza uma intera¢do efetiva; pois, interacdes eletrostaticas sao
dependentes da carga e do inverso ao quadrado da distancia dos dtomos. A atragdo exercida
por um atomo sobre o par de elétrons na sua camada de valéncia depende da carga nuclear
efetiva e da distancia entre os nucleos e da camada de valéncia (RUSSELL, 1994).

Além dessas informacdes mencionadas, pode-se extrair da curva de titulagdo
potenciométrica, € que a adicdo de um acido forte ao titulado, permite observar a curva de
distribuicdo de espécies a partir de valores de pH; exigindo apenas, a determina¢do do ponto de
equivaléncia desse acido.

Tais constantes de dissociagdo foram encontradas, a partir da titulacdo
potenciométrica efetuada. Essas indicam o grau de dissocia¢do do corante em fun¢do do pH,
conforme pode ser observado na Figura 27 com o grafico de distribuicdo de micro-espécies em
funcao do pH.

Em relacao a distribui¢cdo das microespécies, o RB19 apresenta duas possibilidades.
A primeira e mais provavel ¢ dada pela linha azul na Figura 27 (a). Observa-se que essa
microespécie ¢ praticamente estavel com a variagdo do pH; mas, em pH extremamente acidos,

em quem ¢ favorecido sua ionizagdo, consequentemente proporciona a formac¢do de uma
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segunda microespécie. Ainda assim, vale destacar que essa espécie ionizada representa uma

pequena por¢ao, isto €, a forma ndo ionizada ainda é preponderante.
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Figura 27 — (a) Distribuicdo teorica das microespécies do RB19 de acordo com a variagao de
pH sendo a linha azul correspondente a molécula ndo ionizada e a vermelha sua microespécie
ionizada. (b) Zoom da microespécie preponderante, indicada na linha azul.
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3.4.3 Propriedades do corante Reactive Blue 19

3.4.3.1 Teste de estabilidade do corante em fungdo do pH

A escolha de uma faixa de pH nos experimentos precisa levar em conta essa
disposi¢ao das espécies de cada corante em funcao do pH; visto que, a medida que o tratamento
se processa pode ocorrer incremento no valor do pH devido as reagdes que podem ocorrer. Na
Figura 28, pode se visualizar a varredura espectral (800-190 nm) realizada com 11 aliquotas,
variando-se o pH 1 a pH 12. Logo, pode se observar que o corante RB19 possui bandas que
pouco foram alteradas em funcdo da variacdo do pH, dada a proximidade das absorbancias
relatadas, isso se deve a dominancia de uma s6 espécie apresentado no diagrama da Figura 27.

Em relacdo as propriedades em solucdo do corante, a caracterizacao do espectro
UV-Vis possibilitou a verificacdo dos Amax, € @ modificacdo desta propriedade em funcdo do

pH. O comprimento de onda méximo observado para o visivel foi visualizado em 590 nm.

Figura 28 — Varredura espectral do RB19 em fung¢do do pH.
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3.4.3.2 Efeito do pH na descoloracéo do corante

O RB19 foi selecionado como corantes modelo para investigar o efeito do pH em
sua descoloragao, seu pH o6timo de descoloracdo encontrado foi de pH 5 (FIGURA 29).
Entretanto, outro fator a ser considerado ¢ que em pH 4 e 5, a quantidade de descoloragao
aumentou, o que pode ser causado pela maior atividade enzimatica nesses valores de pH. Chen
et al. (2020) relataram que a maioria das lacases extraidas de fontes fungicas exibem sua
atividade maxima em condigdes acidas. Ao contrario do pH neutro, onde nido se observou
nenhuma descoloragao.

Outros valores de pH observados, foram pH 3 e 6. Esses, entretanto, foram os
valores de pH que apresentaram as menores quantidade de remogdo em relagdo a todos os
valores de pH estudados. Para o presente estudo, o tampao acetato de s6dio pH 4 foi escolhido
como pH ideal por causa da alta atividade enzimatica e do 6timo resultado apresentado na

degradacao do corante.

Figura 29 — Estudo do efeito do pH na descoloragdo do corante.
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3.4.3.3 Uso de Lacase livre para descoloracao de corante

Um dos métodos eficientes para a descoloragdo do tratamento de efluentes
industriais sdo os métodos de descoloragao baseados em enzimas (SALAMI et al., 2018). Nesse
estudo, o potencial de descoloragdo da lacase proveniente de fungo Aspergillus sp., foi
demonstrado para o corante modelo escolhido, RB19. Esse composto fendlico, com base na sua
estrutura quimica, pertencem a classe das antraquinonas.

O potencial da lacase oriundo de Aspergillus sp. para a biodegradagdo do corante
de antraquinona foi avaliado por meio de medicao de absorbancia de UV-Vis. As solugdes de
corantes foram submetidas a degradacao usando a lacase oriundo de Aspergillus sp., em varias
duragdes de tempo e as solugdes resultantes foram submetidas a medigdo de absorbancia. A
descoloragdo nas condigdes otimas (pH 4, 50 mM tampao acetato e carga enzimatica de 1,5 U
mL™), foi seguida pela medigio da diminui¢do da absorbancia no Amax. Os resultados obtidos

para a descoloracao do corante pela lacase livre sao apresentados na Figura 30.

Figura 30 — Tempo de descoloragdo do corante RB19 por Lacase livre com
concentracio do corante de 12,5 mg L.
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Como pode ser visto na Figura 30, a taxa de descoloragdo do RB19 foi de
aproximadamente 38,22%, quando observados apos 6h de operagdo, chegando a 72,76% apos
18 horas. O efeito do tempo de reagao na porcentagem de descoloracdo de RB19 por lacase de
Aspergillus sp. foi determinado em 18 horas. Os resultados revelaram que a descoloragdo do
RB19 foi associada a um aumento no tempo de reagdo, que atingiu um valor maximo de 72,76%
em 18 horas. Durante o estagio inicial da rea¢ao (20-300min), a porcentagem de descoloragdo
aumentou significativamente e tendeu a ser mais estavel em momentos posteriores. A mudanca
de descoloragdo ¢ muito pequena entre os pontos de tempo 300min e 360min. Aos 360min,
quase 38,22% do RBI19 foi descolorido, respondendo por aproximadamente metade da
porcentagem total de descoloragdo. Daqui em diante, a descoloragdo apresentou uma cinética
lenta; e, a remogao efetuou-se no tempo maximo de 18 horas, no valor de 72,76%. Porém, era
de se esperar uma cinética rapida; contudo, isso ndo ocorreu.

Provavelmente, a cinética rapida ndo ocorreu, por um efeito inibitério do RB19, na
concentragdo testada desse corante industrial (ZOUARI-MECHICHI et al., 2006). Pois, os
corantes contém em sua estrutura compostos aromaticos, que podem ser liberados apos ataques
microbianos ou quimicos, durante a degradacdo do corante. Mechichi, Mhiri e Sayadi (2006)
relataram que varios compostos aromaticos, como catecol, cafeato, protocatecuato, e 3,4-di-
hidroxifenilacetato, apresentaram inibicao na descoloracao do corante, em concentragdo de 1
mM. Todos esses compostos citados, possuem dois grupos hidroxila em posicao orto entre si.
Isso sugere que os orto-difenois sdo inibidores da descoloragdo; entdo, conclui-se que hé mais
especificidade da lacase para esses substratos do que em relagdo ao corante em estudo, RB19.

Esse resultado corrobora o trabalho de outros autores que realizaram o tratamento
de corante, como Asgher, Kamal e Igbal (2012) que obtiveram remogao aproximadamente de
60% do corante Drimarine Brilliant Red K4BL, ap6s 5 horas de tratamento. Forootanfar et al.
(2012) obteve, com uso de mediadores redox (HBT), uma remogao de cerca 80,5%, apos 30min
de incubagdo, para o corante RB19 com lacase T. versicolor. J4, no caso da lacase de A. oryzae,
na auséncia de mediador redox, o percentual de descoloragdo foi de 28,3% apds 30min. Quin
et al. (2019) teve como resultado ao tratamento utilizando a lacase Ganoderma lucidum, a
porcentagem 6tima de descoloragdo (60,3%) foi alcangada a 35°C, pH 4 e 200 ppm RB19 em
150min. Em contrapartida, Soares et al. (2001) demonstraram que uma lacase fungica pura,
obtida a partir de uma formulacao comercial utilizada na industria té€xtil, ndo descolorava o
RBBR. A descoloragdo s6 foi observada quando um mediador redox de pequeno peso molecular

(acido violurico ou HBT) foi adicionado juntamente com a lacase.



96

3.4.4 Estudo in silico

3.4.4.1 Interacgéo entre o corante e a Lacase

Foram realizados estudos de ancoragem molecular, onde o software AutoDock
Vina gerou 20 poses do ligante para com a lacase (TABELA 4), das quais se destacam 3 por
terem valores satisfatorios de RMSD abaixo de 2A. Na terceira pose (FIGURA 31), o ligante
apresentou energias favoraveis e melhores aproximacdes do sitio catalitico; e, por isso, essa
pose foi definida como a mais adequada, conforme Tabela 4. As ligagdes de hidrogénio e as
forcas Van der Waals, foram favoraveis com as afinidades previstas por estudos de acoplamento
molecular, de acordo com a literatura (CHATURVEDI et al., 2015). Através de investigagdes
de acoplamento molecular, descobriu-se que os residuos ASN-102, ASN-103, ASP-195, GLU-
574 interagiram com distancias variando abaixo 2A, em uma orientagdo apropriada com o
corante por meio de ligacdes de hidrogénio. A afinidade vinculante para o ligante ancorado com
a proteina, foi estimado em -8,6 kcal mol'. A menor energia de ligacio sugere que a
combinagdo do corante com a lacase foi mais estavel e adequada para a imobilizagdo. Isso
indica que a interacdo se distancia pouco das referéncias de dados cristalograficos e, portanto,
evidencia que o docking molecular pode ser uma estratégia viavel para predi¢ao do sitio ativo
da lacase. Além disso, ha uma predominancia dos seguintes residuos, os quais aparecem ao
menos em uma das poses: ASN-103, HIS-564, GLU-574; conforme, se pode visualizar nas

Figura 31, Figura 32 e Figura 33.



Tabela 4 — Energias de aproximagdes do sitio catalitico da enzima.

Modo Afinidade Distancia do melhor modo
(kcal mol!) (rmsd 1b)
1 -89 0,000
2 -8,6 25,314
3 -8,6 1,230
4 -8,5 25,734
5 -84 1,738
6 -8,3 1,919
7 -8,3 25,573
8 -8,1 25,243
9 -8,1 26,372
10 -8,0 2,992
11 -7,8 25,234
12 -7,8 25,428
13 -7,8 24,993
14 -1,7 24,974
15 -1,7 25,333
16 -7,6 3,432
17 -7,6 3,547
18 -7,5 25,866
19 -7,3 26,170
20 -7,3 3,226

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 31 — Pose 3 do docking cego entre Lacase e RB19.
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Figura 32 — Pose 5 do docking cego entre Lacase e RB19.
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Figura 33 — Pose 6 do docking cego entre Lacase e RB19.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com base em Ferraroni et al., 2017, os ions de cobre sdo mediadores da atividade
catalitica e agem como mediadores redox. Sendo assim, a HIS-253 ¢ um aminoécido vital para
a catalise do RB19, estando presente na transferéncia de protons com compostos fendlicos. O
docking molecular realizado nesse trabalho aponta para uma interagao na qual residuos

proximos aos ions de cobre e a HIS-253 citada estdo presentes.

3.5 Conclusao

Nesse estudo, a eficiéncia de biodegradagdo do corante antraquinona RB19 foi
estudada usando lacase comercial de Aspergillus sp. Estudo sobre as propriedades bioquimicas
e fisico-quimicas da enzima fornecem informacdes para a aplicacdo de lacase em corantes.

A enzima teve excelente capacidade de descolorir o corante RB19 sem qualquer
mediador redox. Os dados de absor¢dao de UV-Vis demonstraram que mais de 72,76 + 1,12%
das moléculas de corante foram degradadas em 18h. A porcentagem de descoloragdo foi
alcancada nas seguintes condig¢des reacionais a 25°C, pH 4 do tampao acetato 50 mM, carga
enzimatica 1,5 U mL™!, concentragdo de 12,5 mg L™! de RB19.

Portanto, esse estudo mostrou claramente que a lacase comercial de Aspergillus sp.

pode ser um método de tratamento de aguas residuais ecologicamente correto.
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Capitulo 4

Biocatalisador hibrido para imobilizacdo da Lacase de
Aspergillus sp. com potencial aplicacao na biodegradacao de

corante téxtil

4.1 Resumo

Os corantes usados para impressdo de papel, fotografia colorida, tingimento téxtil
e como aditivo em produtos petroliferos tém origem sintética e estrutura molecular aromatica
complexa. Quando esses corantes sintéticos sdo descartados em efluentes industriais, eles
causam polui¢do ambiental, pois sdo recalcitrantes e toxicos; resistentes a degradacao biologica,
nao sendo facilmente degradados em estacdes de tratamento de aguas residuais. O tratamento
enzimatico tem sido proposto por muitos pesquisadores como uma alternativa potencial aos
métodos convencionais que visam a utilizagdo de enzimas lignoliticas extracelulares obtidas de
fungos degradadores de madeira. Dentre a vasta diversidade de enzimas lignoliticas existentes,
encontram-se as lacases.

As lacases (EC 1.10.3.2) sd3o uma classe de enzimas oxidativas que estdo atraindo
crescente interesse por suas aplicagdes industriais potenciais. No entanto, o uso de enzimas
soluveis na industria ¢ limitado devido a problemas relacionados a sua estabilidade, seu custo
e dificuldade de reaproveitamento. Assim, a imobilizacdo enzimatica apresenta-se como uma
alternativa promissora que garantira um melhor desempenho da enzima.

Assim, o presente trabalho visa a utilizacdo da nanocompoésito magnético de
quitosana na estabiliza¢ao de enzimas para biodegradacao de corante. A partir da utilizagao do
planejamento experimental, foi possivel verificar que na imobiliza¢ao da lacase, os fatores
determinantes foram o pH e a concentragdo do tampao, nos experimentos. A maior atividade
do derivado obtido foi de 14,40 = 0,1 U g'!. Além disso, as melhores condi¢des do processo

destacaram os parametros: 5 mg g™ de carga de proteina, tempo de 6h, forca idnica de 95 mM
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e pH 4, o que resultou em um rendimento de 65,63%. A aplicacdo do biocatalisador foi
realizada para confirmar a eficacia do processo de imobilizacdo, onde apds sua utilizagao

resultou em 96,24 + 0,56% de remocgdo do corante C.I. Reactive Blue 250.

4.2 Introducao

A industria téxtil apresenta em diversos paises um expressivo valor econdomico e
social, mas estd entre as principais industrias geradoras de efluentes com alto potencial
poluidor. Do ponto de vista ambiental, a etapa do processo operacional de tingimento dos
tecidos ¢ o mais preocupante, devido a variedade e complexidade dos produtos quimicos
empregados no processo, sendo os corantes sintéticos as substancias que t€ém atraido maior
atencao de pesquisadores.

Dos corantes sintéticos um dos mais utilizado correspondem aos azos corantes, que
sdo compostos que contém uma ou mais ligacdes do tipo azo. Entretanto, as tecnologias
convencionais de tratamento dessas 4guas ainda possuem muitas limita¢des, como por exemplo,
alto custo de operagdo, alto consumo energético, redugdo de eficiéncia devido a estabilidade
quimica dessas moléculas e/ou a complexidade do seu processo de degradagdo (ROSU et al.,
2017; ZHANG; ZHU; ZHANG, 2017). Considerando isso, outros métodos, principalmente
relacionados ao tratamento desses efluentes, vém sendo estudados, dentre eles merecem
destaque os processos enzimaticos que visam a utilizagcdo de enzimas lignoliticas extracelulares
obtidas de fungos degradadores de madeira. Dentre a vasta diversidade de enzimas lignoliticas
existentes, encontram-se as lacases (PACHECO; SOARES, 2014).

Aslacases (EC 1.10.3.2) pertencem a familia das oxidases multicobre azuis (MCO),
que catalisam a oxidagdo de um elétron de uma ampla gama de substincias organicas e
inorganicas, através da reducdo do oxigénio molecular a 4gua. Embora a presenca de enzimas
do tipo lacase tenha sido relatada em bactérias e insetos, as lacases podem ser divididas
principalmente em dois grupos: lacases de plantas superiores e aquelas de fungos. De fato, a
presenca de lacase foi descrita em quase todos os fungos examinados. Eles sdo amplamente
distribuidos em ascomicetos, deuteromicetos ¢ basidiomicetos (PISCITELLI; PEZZELLA;
LETTERA, 2013). As lacases exibem ampla especificidade de substrato, portanto, ja vém sendo
estudadas para varias aplicagdes biotecnolodgicas, tais como a biotransformacao de xenobidticos
¢ efluentes industriais, a descoloragdo de corantes, a biorremediacao de solos contaminados, na
producdo de bioetanol, na clarificagdo de vinhos e chés, e na produgcdo de biossensores

(DURAN; ESPOSITO, 2000).
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A utilizagdo de enzimas em suas formas livres evidencia alguns problemas
relacionados & baixa estabilidade operacional, dificil recuperacdo e reutilizagdo desses
biocatalisadores (DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013). No entanto, esses problemas
podem ser superados quando técnicas apropriadas de imobilizagao sao empregadas (SANTOS
etal., 2017); outrossim, uma vez imobilizadas, as enzimas apresentam maior resisténcia ao pH,
temperatura ¢ as variagdes de armazenamento (SALAMI et al., 2018).

O uso de MNPs como suportes solidos para imobilizagdo enzimatica tem atraido
consideravel atengdo nas ultimas décadas; ademais, apresentam baixa porosidade e alta
estabilidade mecanica e térmica que sao importantes propriedades desses suportes magnéticos
nanoestruturados (CIPOLATTI et al., 2016; SADEGHI; MOGHIMIFAR; JAVADIAN, 2023;
XIMENES et al., 2021). As nanoestruturas magnéticas de Fe3O4 tendem a se agregar e a se
oxidar. Isso produz a perda de paramagnetismo e dispersibilidade (XU; LING; ZHANG, 2013).
Para contornar tais problemas, a superficie desse tipo de suporte s6lido tem sido funcionalizada
com polimeros organicos, silica ou MOFs para sua utilizacdo na imobilizagdo (RASHEED et
al., 2019; SADEGHI; MOGHIMIFAR; JAVADIAN, 2023).

Dentre esses materiais citados, a CHI se destaca por sua boa biocompatibilidade e
baixa toxicidade. A CHI ¢ um copolimero obtido da desacetilagdo da quitina, sendo uma base
fraca ¢ soluvel em meios acidos diluidos (pH < 6) (JIMENEZ-GOMEZ; CECILIA, 2020). A
CHI tem sido utilizada em aplicagdes industriais, ambientais, alimenticias, farmacéuticas,
médicas, entre outros (MAFTOON; TARAVATI; TOHIDI, 2023; MELO et al., 2017;
PIEKARSKA et al., 2023).

Para a imobilizagdo de enzimas, a CHI tem sido utilizada por oferecer um conjunto
unico de caracteristicas: biocompatibilidade, biodegradabilidade para produtos inofensivos, nao
toxicidade, propriedades de formagdo de gel e hidrofilicidade, dentre outros (SOUSA et al.,
2022; MO; QIU, 2020). Como revestimento para MNPs de Fe3O4 a CHI controla a distribuigao
de tamanho nanométrico, permite a estabilidade coloidal dessas nanoestruturas (FREIRE et al.,
2016a; NICOLAS et al., 2013), adiciona novos grupos a superficie dos nanocompésitos,
introduzindo grupos amino e hidroxila (JIMENEZ-GOMEZ; CECILIA, 2020).

As enzimas podem ser ligadas ao suporte por ligagdes fisicas ou quimicas. A grande
versatilidade do GLU o faz ser geralmente usado como agente ativador para imobilizar enzimas
covalentemente em um suporte. O GLU reage com grupos amino da enzima e o suporte; assim,
um suporte heterofuncional é gerado, tendo ambas as capacidades de interagdo fisica e quimica

(MONTEIRO et al., 2019; ZAAK et al., 2017).
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Nesse contexto, a combina¢do de enzimas com MNPs pode permitir uma facil
separacdo do biocatalisador enzimatico através da exposicdo a um campo magnético externo,
permitindo, assim, uma posterior reutilizagdo do biocatalisador (SOUZA et al., 2017). No caso
das MNPs de Fe3;Os empregadas, elas sdo particulas de dispersdo solida que exibem
propriedades paramagnéticas em tamanhos tipicos de 10 a 20 nm (NETTO; TOMA;
ANDRADE, 2013; RODRIGUES et al., 2023).

O principal objetivo deste estudo ¢ avaliar a imobilizagdo da lacase de Aspergillus
sp. em MNPs revestidos com CHI ativados com GLU, aqui denominadas MNP@CHI-GLU-
LAC. A fim de desenvolver um processo sustentavel e tecnologicamente eficiente, a
metodologia de Taguchi (TAGUCHI, 1995) foi utilizada para investigar o efeito de parametros
operacionais (quantidade oferecida de enzima, forga idnica, pH e tempo de reagdo) na sintese
enzimatica. Por fim, foi verificada a aplicacao do biocatalizador na remogao do corante téxtil
da classe dos azos, o C.I. Reactive Blue 250 (RB250) e verificada a viabilidade de recuperagao

do biocatalisador.

4.3 Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados com lacase de Aspergillus sp. comercializada
pela Novozymes (Dinamarca). O cloreto férrico hexahidratado (FeCls;-6H20, 97%) e acido
acético glacial (CH3COOH, 99,7%) foram adquiridos da VETEC. O sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4:-7H20, 99%) e o hidroxido de amonio P.A (NH4OH 28%) foram da
DINAMICA. A CHI com grau de desacetilagdo de 75%, Guaiacol (2-metoxifenol, éter
monometilico catecol, éter monometilico de pirocatecol) e a solu¢ao de glutaraldeido 25% (v
v'!) foram provenientes da Sigma-Aldrich.

Para o suporte foi utilizado o equipamento sonicador de ponteira, Sonics, Vibra-
Cell - VCX 500, na produgao do suporte. O corante utilizado no presente estudo foi cedido
pela empresa DyStar. Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

Para elaboracdo do delineamento experimental pelo método Taguchi foi utilizado o
software Statistica® 10 (Statsoft, TULSA, OK, USA) e, para a criacdo dos graficos, o
OriginPro®2019 (OriginLab, Northampton, MA, USA). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.3.1 Preparacdo dos nanocompositos magnéticos de magnetita e funcionalizagdo numa

etapa rapida

A CHI (0,1 g) foi inicialmente dissolvida em 4 mL de 4cido acético 1% (v v'!).
Posteriormente, 15 mL de solugdo de ferro (0,33 M, FeCl3-6H2O/FeSO4-7H>0, seguindo a
razdo molar 2Fe*": Fe?") foram adicionados a solugdo contendo CHI. A solugdo final foi
homogeneizada usando uma sonicador de ponteira (amplitude de 50%, em um regime de pulso
20s on - 10s off) por 4min. E, entdo, ainda sob irradiagdo ultrassonica, 7 mL de NH4OH foram
adicionados lentamente e o sistema foi mantido sob sonicagdo por mais 4min. Feito isso, o
precipitado (MNP@CHI) foi lavado com cetona e precipitado com um ima até obter pH neutro,
depois de seco; foi armazenado em dessecador sob vacuo (FREIRE et al.,, 2016a). Os

nanocompdsitos magnéticos revestidos com quitosana, foram denominados MNP@CHI.

4.3.2 Ativagdo dos nanocompoésitos magneticos revestidos com quitosana

Os grupos amino do suporte modificado foram ativados com glutaraldeido, para
promover a ligagdo covalente entre a enzima e o suporte (MNP@CHI-GLU). Um volume de
10 mL de solu¢do de glutaraldeido 1% (v/v), em tampao pH 5, em contato direto com 100 mg
de suporte funcionalizado, previamente seco. A mistura foi mantida sob agitagao constante, 150
rpm, por 6h a 25°C e foi lavada 10 vezes com 4gua deionizada para remover o excesso de

glutaraldeido (MOREIRA et al., 2022; SILVA et al., 2012).

4.3.3 Estudo de imobilizagdo da Lacase de Aspergillus sp. em suporte MNP@CHI-GLU

No presente estudo, foi realizado o planejamento de imobilizagdo da lacase de
Aspergillus sp. através do método Taguchi que tem um arranjo ortogonal L9, em que “L”
representa o quadrado latino e “9” o nimero de experimentos.

Para isso, foi investigado quatro fatores (carga de proteina, forga idnica, pH e
tempo) em trés niveis.

Experimentalmente, 0,1 g de MNP@CHI-GLU foi suspenso em 1 mL de tampao a
ser otimizado (pH 3, pH 4 e pH 5) com variagdo na forga idnica (5, 50 e 95 mM), contendo uma
carga de proteina da lacase de Aspergillus sp. (carga de enzima: 1, 3 e 5 mg g”!' de suporte). O
sistema foi mantido sob agitacio em 150 rpm durante 4—6h a 25°C. Por fim, a lacase

imobilizada no suporte foi separada da solugdo por decantacao magnética e lavada com solugao
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tampao de acetato 10 mM em pH 5 por trés vezes, seca sob vacuo e armazenada em dessecador.

Essas particulas foram nomeadas MNP@CHI-GLU-LAC. O esquema do processo de

imobilizacao do suporte funcional pode ser visto na Figura 34.

Figura 34 — Ilustragdo esquemadtica da imobilizagdo de Lacase no suporte funcional
MNP@CHI-GLU.

. Fe,0, Revestimento de quitosana . Lacase

m= Glutaraldeido

Fonte: Adaptado de Zhang et al (2020).

A quantidade de enzima imobilizada no suporte foi determinada medindo a
atividade inicial e final de LAC no sobrenadante da suspensdo de imobilizagdo. A Tabela 5

apresenta os fatores independentes que foram utilizados no planejamento.

Tabela 5 — Fatores independentes e seus respectivos niveis para a imobilizagdo da LAC em
MNP@CHI-GLU.

Carga de proteina Forc¢a ionica pH Tempo
Niveis ’
(mg g7) (mM) (h)
Nivel 1 1 5 3 4
Nivel 2 3 50 4 5
Nivel 2 5 95 5 8
Fonte: Elaborada pela autora.

A func¢do objetiva usada ¢ a relagdo sinal/ruido (S/N), que é otimizada, movendo os
parametros alvo dentro do espago de planejamento; a fim de, reduzir ndo s6 os efeitos de

variacdes externas no comportamento do processo; como também, reduzir a sensibilidade dos
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parametros de processos a fatores incontrolaveis, ou ruidos (RAMACHANDRAN e TSOKOS,
2014). As variaveis sao divididas em dois tipos, fatores de controle e fatores de ruidos; cujo, os
fatores de controles, sdo designados com fatores que podem ser praticamente controladas; ja,
os fatores de ruido sdo designados com fatores de dificeis controle na pratica.

Para a estimativa do nivel 6timo da caracteristica e atingir uma robustez do
processo, a fungdo "maior ¢ melhor" ¢ usada uma vez que o objetivo do estudo ¢ maximizar a
resposta variavel. Para calcular os valores das relagdes S/N que correspondem aos valores da
atividade do MNP@CHI-GLU-LAC, o calculo das relagdes S/N para cada experimento, foi
feito a partir da Equacgao (4.1).

> 101 lzn:l 4.1

Em que, y ¢ a atividade do biocatalisador para o experimento correspondente, i € o
numero de repeticdes n € o nimero de respostas para a combinacdo de niveis de fator em
qualquer combinagdo paramétrica especifica de acordo com a Tabela 5. A relacdo S/N prevista
em condigdes otimas para o processo de obtengdo da atividade do biocatalisador foi estimada

pela Equagdo (4.2) (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013).

S S. (S S
—_— + _——
Nprevisto N ].Zl <Nj N> (42)

Em que, S/N é a média aritmética de todas as razdes S/N, S/Nj ¢ a razdo S/N no

ponto 6timo para cada fator, n € o numero de fatores que afetam significativamente o processo.
4.3.4 Determinacdo da atividade enzimatica e concentracao de proteinas

A atividade da enzima foi medida utilizando guaiacol como substrato padrao. Esse
método ¢ baseado na oxidagdo do guaiacol gerando sua quinona respectiva (absor¢do a 420 nm
e =12.100 M cm™). As determinac¢des foram conduzidas em um espectrofotdmetro UV-Vis
(Shimatzu UV-1800). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade

de enzima necessaria para oxidar 1 pmol L de substrato por minuto. A concentragio de
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proteina foi entdo determinada usando o método de Bradford conforme descrito, e a albumina

de soro bovino foi usada como referéncia (BRADFORD, 1976).

4.3.5 Parametros de imobilizacéo

Os parametros de imobilizag¢ao foram determinados segundo a metodologia descrita
por Moreira et al. (2022) com objetivo de analisar o desempenho da estratégia de imobilizagao
proposta. O rendimento de imobilizacao (IY) foi definido como a porcentagem de atividade
enzimatica no sobrenadante antes e depois de um periodo de tempo definido. A atividade teérica
(Att) da enzima imobilizada foi calculada usando o valor IY e a carga proteica oferecida por g
de suporte (BEZERRA et al., 2020). A atividade recuperada (Atr) foi determinada minado
como a relaga@o entre a atividade do biocatalisador (Atp) ¢ o valor Atr (MOREIRA et al., 2022;
PINHEIRO et al., 2019).

4.3.6 Efeito da concentracdo da enzima sobre a imobilizacdo da Lacase

Para determinar o efeito da quantidade de enzima adicionada, os MNP@CHI-GLU
reagiram com tampao acetato (0,50 mM, pH 4) a 150 rpm e 25°C, e a quantidade de lacase na
mistura de imobilizagdo foi aumentada de 0,5 a 3 mg de lacase pela adi¢do de diferentes

volumes da solugao inicial de lacase.

4.3.7 Efeito do pH na Lacase soluvel e imobilizada

Para avaliar o efeito do pH (em pH variando de 3 a 13) nas enzimas solaveis ¢
imobilizadas (FIGURA 35), estas foram incubado por 15min em 1 mL de diferentes tampdes
95 mM (acetato, fosfato e carbonato). Para calcular os valores de atividade, o guaiacol foi usado

conforme descrito na Secao 4.3.4



112

Figura 35 — Ilustrac@o esquematica do estudo do efeito do pH na Lacase soltvel e

imobilizada.
pH3a13 L5min - .
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.8 Efeito da temperatura na atividade da enzima solitvel e imobilizada

A atividade oxidativa das enzimas livres e imobilizadas foi avaliada sob diferentes
temperaturas conforme metodologia de Melo ef al. (2017), com modificacdes. Para isso, LAC
e MNP@CHI-GLU-LAC foram incubados em tampao acetato (95 mM; pH 4) a 30, 40, 50, 60
e 70°C durante 10min.

Apos o processo de aquecimento, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e
imediatamente aquecidas a temperatura ambiente (25°C) em banho-maria antes da analise. A
atividade foi medida usando guaiacol, ¢ a atividade residual foi expressa como uma

porcentagem da atividade inicial.

4.3.9 Ensaio de degradagdo de corante

O corante téxtil, RB250, foi selecionado como corante modelo para estudar a
capacidade de descoloracao da lacase imobilizada de Aspergillus sp. sobre suporte magnético
revestido de quitosana. A mistura de reagdo continha 10 mg de enzima de lacase em tampao
acetato (95 mM, pH 4), num volume total de 5 mL, onde 0,2 ml da solu¢@o de corante foram
incubados por 1 a 15 horas. A concentragio total da solugdo do corante foi de 20,5 mg L.

Um segundo grupo de frascos foi incubado com os mesmos componentes, porém,
sem a enzima imobilizada, para a obtencao de valores do controle negativo. Os frascos foram
mantidos sob agitagdo 150 rpm e temperatura de 25°C. A porcentagem de degradagdo dos
corantes foi especificada em varios intervalos de tempo, medindo a redugdo da absor¢ao de cor

na solu¢do de ensaio no comprimento de onda maximo de cada corante usando um
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espectrofotometro UV-Vis de feixe duplo (Shimatzu, UV-1800). Foram realizados 4 ciclos de
degradacao do corante. Depois de encontrar a degradagdo maxima do corante, a quantidade de

descolorac¢do foi calculada pela seguinte Equagao (4.3):

Ainicia! - Afina! "

% Descoloragio = 100 (4.3)

Ainim‘a{

Onde:
A; = absorbancia inicial;

Afz absorbancia final.

4.3.10 Estabilidade de armazenamento da Lacase imobilizada

Para avaliar o efeito da estabilidade no armazenamento do biocatalizador apos a
fase de imobilizacdo, os biocatalisadores foram lavados, secos a vacuo ¢ armazenados sob
refrigeragdo a 4°C (FIGURA 36). Os biocatalisadores produzidos tiveram sua atividade residual
avaliadas a cada intervalo de 7 a 10 dias em um periodo de 30 dias. Os resultados obtidos no
momento de cada ensaio enzimatico foram comparados com os dias anteriores. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Figura 36 — Ilustracdo esquematica do estudo de estabilidade de armazenamento
da Lacase imobilizada.

4cC

[

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.11 Reutilizagéo de Lacase imobilizada

A fim de investigar a reutilizacdo, a lacase imobilizada em nanocompoésitos
magnéticas revestidas com quitosana foi usada em varios ciclos consecutivos. Primeiro, 1 mL
tampao acetato 95 Mm pH 4 foram adicionados ao eppendorf e, em seguida, 10 mg de enzima
imobilizada foram adicionados ao tampao. Apos agitacdo, foi retirada uma aliquota de 0,2 mL
para a realizagcdo dos ensaios de atividade enzimética. Apos completa oxidacao do substrato
(4.3.4), a enzima imobilizada foi coletada por um forte campo magnético externo, lavada com
tampao acetato 10 mM pH 4 e, novamente analisado o seu reuso. Dessa forma, a possibilidade
de reuso da enzima imobilizada foi determinada através das medidas de atividade enzimatica

residual em cinco ciclos consecutivos de oxidacao do substrato.

4.4 Instrumentacio

4.4.1 Difracao de raios X (DRX)

As analises de DRX foram realizadas em um difratometro de raios X X'Pert MPD
(Panalytical), com uma faixa de varredura de 20 = 20 - 80°. Um tubo CuKoa. (1,54059 A) foi
usado para as amostras, operando a 40 kV e 30 mA e faixa de varredura de 20° - 100°. Os
padrdes de difragdo foram obtidos usando a Geometria Brentano Bragg em modo continuo com
uma velocidade de 0,5°/min e um tamanho de passo de 0,02° (26). A estrutura de refinamento
de Rietveld foi usada para interpretar e analisar os dados de difragdo usando o software Maud®.

O tamanho do cristal de cada amostra foi calculado usando a Equacao de Scherrer.

4.4.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho foram obtidos no aparelho
Espectrofotometro Perkin Elmer 2000. As amostras foram previamente misturadas com KBr
e, colocadas em uma prensa para formar uma pastilha e entdo, os espectros foram obtidos na

faixa de 400 — 4000 cm™.
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4.4.3 Analise termogravimétrica (TG)

Os ensaios de termogravimetria foram executados elevando-se a temperatura da
amostra de 25°C até 900°C sob fluxo de nitrogénio em um analisador termogravimétrico Q50
TA Instruments, V20.13. Resumidamente, 5 mg de amostra foi adicionada em um cadinho e
colocada sob fluxo de N2, esperou-se a temperatura da amostra ficar constante; e, entdo, foi

iniciada uma rampa de aquecimento de 10°C min™! até atingir a temperatura de 900°C.

4.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de fluorescéncia de
raios X (FRX)

As imagens de MEV foram realizadas para avaliar o aspecto, forma e aparéncia e
morfologia. J4, a andlise de espectroscopia de FRX foi utilizada para verificar a composicao
quimica. Nas analises de MEV foi utilizado o microscopio QUANTA 450 FEG. As amostras
foram fixadas em fita de carbono e metalizadas com prata utilizando o equipamento de
metalizacdo Quorum QT150ES. Foi aplicado um feixe de elétrons com 20 kV. As analises de
FRX foi efetuada no equipamento SHIMADZU modelo EDX-7000 equipado com um tubo de

rodio, aplicando uma poténcia de 4 kV nas amostras de po.

4.4.5 Magnetdmetro de amostra vibrante (VSM)

Um magnetometro de amostra vibratdria (VSM) € usado para medir as propriedades
magnéticas dos materiais. Em um VSM (FIGURA 37), a amostra ¢ colocada dentro de bobinas
de detec¢do e, mantidas no angulo desejado, ja o componente da amostra vibratoéria € feito para
sofrer movimento sinusoidal. Em sequéncia, um campo magnético H aparece ao redor da
amostra e, uma vez que a amostra comeca a vibrar, a magnetizacdo da amostra pode ser
analisada conforme ocorrem alteragcdes em relacdo ao tempo de movimento, porque as
alteragdes de fluxo magnético induzem uma tensdo nas bobinas de deteccdo; que €, entdo
proporcional ao momento magnético da amostra.

O principio de funcionamento dessa técnica se baseia na lei de indugao de Faraday;
no qual, o movimento da amostra leva a uma variagdo de fluxo magnético nas bobinas de
deteccdo, que por sua vez gera forga eletromotriz nas bobinas de deteccdo. A lei de indugdo de

Faraday afirma que a forca eletromotriz de inducdo ¢ diretamente proporcional a taxa de
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variagdo do fluxo magnético que passa por um determinado circuito fechado (DURANIK;

RUZBARKY; STOPPER, 2012).

Figura 37 — Esquema 3D de um VSM
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Fonte: Cullity e Graham Jr. (2009) apud Isbelle (2022).

Para as andlises do VSM foi usando um magnetometro de amostra vibrante a 300K,

para obtencdo das curvas magnéticas. Para garantir a precisdo dos momentos magnéticos

adquiridos, o equipamento foi previamente calibrado usando material de referéncia padrao. Para

todas as medi¢des, o0 momento magnético obtido para cada campo aplicado foi normalizado

pela massa dos nanocompositos.

4.5 Resultados e Discussoes

4.5.1 Imobilizacédo de Lacase em nanocompositos
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No planejamento experimental foram obtidas as combinagdes dos fatores
independentes em seus respectivos niveis, os valores do fator dependente, e a razdo S/N para o
projeto experimental de matriz ortogonal L9, segundo o método de Taguchi. Esses dados podem
ser observados na Tabela 6. A relacao S/N foi determinada pela fung¢ao "maior € melhor", com
o objetivo de maximizar a atividade MNP@CHI-GLU-LAC.

A maior atividade MNP@CHI-GLU-LAC foi obtida pela maior relagdo S/N, que
sugere o melhor nivel para cada parametro. A relagdo S/N ideal prevista para condigdes
otimizada foi calculada a partir da Equagao (4.2).

Para esse estudo, a maior relacao S/N obtida foi 23,79, que sugere que os melhores
valores para cada parAmetro sejam: a) para carga de proteina: 5 mg g'; b) forca idnica 95 mM;
c) para pH: pH 4; d) para tempo: 6 horas, como pode ser visto na Figura 38. Para esta
combinagio de pardmetros, a atividade tedrica de MNP@CHI-GLU-LAC foi de 14,69 U g,
enquanto a atividade experimental foi de 14,40 = 0,1 U g

A classificacdo dos parametros (carga de proteina, forga idonica, pH e tempo) com
base nos valores delta (a diferenca dos valores da razdo S/N entre os niveis mais altos e mais
baixos dos fatores de processo) ¢ mostrada na Tabela 7. De acordo com essa classificagdo,
oriundo do método experimental, o pH foi o fator que mais influenciou na imobilizacdo da
lacase de Aspergillus sp. no suporte MNP@CHI; depois disso, a forga idnica foi a que mais

influenciou; e, por ultimo a carga de proteina, como pode ser visto na Tabela 7 e na Figura 39.
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Figura 38 — Razoes S/N para carga de proteina, forca ionica (FI), pH
e tempo para otimizagado da imobilizagaio MNP@CHI-GLU-LAC.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7 — Tabela de resposta das razdes sinal-ruido.

S/N - Carga de S/N - For¢a S/N -
Nivel S/N - pH
Proteina (mg g™) ionica (mM) Tempo (h)

1 16,62 15,01 18,26 15,97

2 16,87 17,96 19,30 16,17

3 18,71 19,24 14,64 20,06
Delta 2,09 4,23 4,67 4,08
Rank 4 2 1 3

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 39 — Superficie de contorno para a imobilizagdio de MNP@CHI-GLU-LAC,
demonstrando carga de proteina (mg g') versus pH, levando em consideragio a atividade
do biocatalisador como resposta.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Gomes ef al. (2006), o pH ¢ a forga idnica estdo entre os parametros que
devem ser considerados como os mais importantes. Pois, esses fatores influenciam no
desempenho do suporte, na conformagdo da enzima; portanto, afetam o comportamento da
enzima imobilizada. Pinto ef al. (2023) relata que a eficiéncia da imobilizagdo em 4 diferentes
processos de imobilizagdo utilizados, tem como atributos importantes para o processo de
imobilizagdo, aspectos como estabilidade enzimatica em pH e temperatura, carga enzimatica,
dentre outros. Diante dos fatos apresentados, esses parametros como pH e forga idnica

contribuem para a eficiéncia do processo de imobilizagdo da enzima em questao.
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4.5.2 Efeito da concentracéo da enzima sobre a imobilizagéo da Lacase

A atividade da lacase imobilizada e o rendimento de imobilizagao foram analisados
e os resultados sao mostrados na Figura 40. A imobiliza¢ao de lacase foi realizada em pH 4 ¢
25°C, e a quantidade de lacase na mistura de imobiliza¢do foi aumentada de 0,5 a 3 mg de

lacase.

Figura 40 — Efeito da quantidade de LAC nos nanocompdsitos
magnéticos revestidos e ativados.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A quantidade de lacase aumentou com o acréscimo na quantidade inicial de lacase
adicionada, e o rendimento de imobilizacdo aumentou com a concentracdo de lacase, variando
de 0,5 mg a 1 mg; apresentando, portanto, o melhor rendimento em 1 mg. Entretanto, diminuiu
com o posterior aumento na concentracao de lacase, atingindo um nivel de saturagdo em 3 mg
de lacase.

Por outro lado, a atividade especifica da lacase imobilizada aumentou com a
concentragdo de lacase, variando de 0,5 mg a 2 mg, mas diminuiu com o aumento da
concentracdo de lacase. Portanto, a quantidade ideal de lacase para imobilizagdo foi

determinada em 2 mg na mistura de imobilizacao.
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Quando usado 0,5 mg de lacase, a quantidade imobilizada de enzima nao foi
suficiente para mostrar alta atividade. Quando a mistura de imobilizagdo continha 3 mg da
quantidade de lacase, a atividade especifica da enzima imobilizada foi diminuida. Nessas
situagdes, mesmo que o rendimento de imobilizagdo fosse quase o mesmo, a quantidade de
enzima imobilizada foi aumentada. Por causa disso, pode ocorrer limitagdo da difusdo e
mudanca na conformagdo da enzima, bem como alguns locais dos sitios ativos podem estar
ocultos, o que levou a diminui¢ao da atividade quando foi usado 3 mg de lacase (SAHIN;

OZMEN, 2020).

4.5.3 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da Lacase livre e imobilizada

O pH e a temperatura sdo dois dos fatores importantes que afetam a atividade
enzimatica, que foram investigados nesse estudo. Pois, apds a imobilizagdo, a estrutura da
lacase pode ser alterada, o que alteraria o acesso ao sitio ativo, a estabilidade e a especificidade
da enzima. Entdo, se torna importante investigar a influéncia do pH e da temperatura na
atividade entre enzimas livres e imobilizadas (MO; QIU, 2020; SOUSA et al., 2022).

Verifica-se através da Figura 41, que a imobilizag¢do contribuiu para o aumento da
estabilidade térmica da lacase, uma vez que em todas as temperaturas estudadas, ela apresentou
uma atividade maior que sua forma na solavel, exceto em 30°C. Isso se justifica porque as
enzimas sdo geralmente mais estaveis em temperaturas mais baixas, enquanto que a rapida
desnaturagdo térmica ocorre em altas temperaturas (JIANG et al., 2005). A lacase imobilizada,
portanto, manteve sua alta atividade em uma ampla faixa de pH em comparacdo com a lacase
livre. Esta propriedade pode ser devida ao aumento da estabilidade e conformidade da enzima
apods a imobilizagdo. Além disso, um alto nimero de grupos hidroxila na quitosana fornecem
um microambiente desejavel para a lacase imobilizada ser eficaz em reter a atividade
(MAFTOON; TARAVATI; TOHIDI, 2023).

Outro fato decorrente, ¢ que em 60°C o biocatalisador apresentou a sua maior
atividade, enquanto a enzima livre praticamente ndo teve mais atividade significativa. Esse
aumento de resisténcia na temperatura apds a imobilizagdo pode estar relacionado com o

aumento da rigidez da enzima imobilizada (SAHIN; OZMEN, 2020).
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Figura 41 — O efeito da temperatura (condi¢cdes de reacdo: tampao
acetato 95 mM a pH 4) na Lacase livre e imobilizada. Cada ponto
representa a média de trés experimentos + SD.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O efeito do pH na atividade relativa da lacase livre e MNP@CHI-GLU-LAC foi
estudado em uma faixa de pH 3-13 a 25°C (Figura 42). As lacases livres e imobilizadas
apresentaram diferentes perfis de pH-atividade, pois ambas apresentaram comportamento
diferente em tampodes com diferentes pHs; visto que, a lacase imobilizada mostrou alta atividade
em uma ampla faixa de pH, em comparagdo com a enzima livre. O pH 6timo para lacase livre
e imobilizado foi de 9 e 3, respectivamente. E possivel perceber que a enzima livre apresentou
estabilidade em uma faixa de pH alcalino de 7 a 9. Todavia, a imobilizagdo contribuiu para o
aumento da atividade enzimatica em valores de pH acidos, elevando a atividade da lacase até
80% em pH 3. Isso pode ser explicado devido ao aumento da estabilidade da enzima e/ou
alteragdes conformacionais causadas durante a imobilizagago (MELO et al., 2017,
VILLENEUVE et al., 2000). Rekuc¢ et al. (2009) também relataram que apds a imobilizagao, o
pH otimo da lacase mudou para a faixa acida e essa mudanca foi devido ao efeito de

tamponamento da superficie de suporte.
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Figura 42 — O efeito do pH (condic¢des de reacdo: tampao acetato 95
mM a 25°C) na Lacase livre e imobilizada. Cada ponto representa a
média de trés experimentos + SD.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.4 Caracterizagdo dos nanocompositos e biocatalisadores

4.5.4.1 Andalise de DRX

A estrutura cristalina presente nos sistemas foi determinada por difragdo de raios X
(DRX). A Figura 43 mostra os picos de difragao de perfil obtidos para MNP@CHI e
MNP@CHI-GLU-LAC. Para andlise de DRX, seis picos caracteristicos foram identificados
(26=21,3°, 35,3°, 41,3°, 50,7°, 63° e 67,5°) marcados por seus indices (111), (220), (311),
(400), (422), (511) e foram detectados tanto para MNP@CHI e MNP@CHI-GLU-LAC
(ZANOTTO; MARQUES; CASTRO, 2021). Assim, ¢ importante observar que a estratégia
usada para sintetizar nanocompdsitos foi eficiente, dado que os nanocompdsitos magnéticas
formadas foram detectadas como Fe3O4 e a natureza nanocristalina foi confirmada. O

revestimento CHI pode atuar como um agente protetor contra oxidacdo de magnetita € como

local para imobilizagdo de lacase (MONTEIRO et al., 2019).
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Figura 43 — DRX das amostras sintetizadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.4.2 Analise de FTIR

Para verificar a incorporacao da magnetita, quitosana e a imobiliza¢do da lacase no
material funcional, foi usada a técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) para medir as amostras: CHI, MNP@CHI, MNP@CHI-GLU e MNP@CHI-
GLU-LAC (FIGURA 44).

Os picos caracteristicos em 590, 594 e 588 cm’! apareceram no espectro de
MNP@CHI, MNP@CHI-GLU e MNP@CHI-GLU-LAC, respectivamente e confirmam a
presenca de espinélio na estrutura de Fe3O4. Esses picos apareceram devido a vibracdo Fe-O
que pode indicar a presenca de componentes magnéticos (MAFTOON; TARAVATI; TOHIDI,
2023). Como também, as bandas em torno 3340 cm™ foram atribuidos, nos espectros de
MNP@CHI, MNP@CHI-GLU e MNP@CHI-GLU-LAC, respectivamente; a vibracdo de
estiramento de O-H da 4gua adsorvida na superficie do Fe3O4 (YANG et al., 2019).

Nos espectros CHI, MNP@CHI, MNP@CHI-GLU, a vibragao de estiramento C—
O da CHI foi observada em torno de 1075 cm™, o que confirma o revestimento bem-sucedido
de quitosana na superficie dos nanocompésitos de FesOs (LONG et al., 2015; MAFTOON;
TARAVATI; TOHIDI, 2023).
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Para amostras de CHI ¢ MNP@CHI, a absor¢io em torno de 1580 cm™ ¢
caracteristica da vibragao de flexdo —NH>. Entretanto, essa banda nao foi observada no espectro

Fe304@CHI-GLU, sugerindo que ocorreu a reagdo de reticulagdo entre CHI e glutaraldeido
(RASOULZADEH et al., 2019).

Figura 44 — FTIR das amostras sintetizadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

45.4.3 Andlise de TG

A TG foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica e quantificar a quantidade
relativa de matéria organica nos nanocompositos. Na Figura 45 (a) e (b), para a amostra CHI,
o primeiro evento ocorre em uma faixa de temperatura de 25—-110°C e pode ser atribuida a perda
de volateis. A perda de massa total para esse evento foi de 11,09%.

O segundo evento térmico € onde se da inicio a degradacdo polimérica, ele tem
inicio em 200°C e continua até 414°C. A perda de massa total para esse evento foi de 51,58%
e estd ligada a ruptura das cadeias de polissacarideos (incluindo desidratagdo), vaporizacdo e

eliminacdo de produtos de degradacao (ZIEGLER-BOROWSKA; CHELMINIAK;
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KACZMAREK, 2015). A taxa de perda méxima desse evento foi encontrada na temperatura de
305,78°C.
Figura 45 — Curva de (a) TG e (b) DTG das amostras sintetizadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para analise do nanocomposito MNP@CHI, na Figura 45 (a) e (b), o termograma

apresentou 4 eventos térmicos. O primeiro evento pode ser associado a dessor¢do de agua na



118

amostra e ocorre em um faixa de temperatura de 25-100°C. Até 100°C, a degradacgdo esta
associada a agua adsorvida na superficie e, acima de 100°C a degradagao esta associada a dgua
ligada inter e intramolecularmente. A perda de massa foi de 4,81%, nesse evento. J& o segundo
evento (100 a 350°C); contudo, caracterizou-se com a presenc¢a de dois eventos térmicos que
ocorrem concomitantemente: a) o primeiro ocorre na faixa de 100 a 200°C, com pico de
degradagdo méaxima em 178,67°C e com perda de 8,31%; b) o segundo ocorre no intervalo de
200 a350°C, com pico de degradacdo maxima em 222,07°C, correspondendo a perda de 9,85%;
sendo, portanto, associado a massa atribuida a remog¢ao de moléculas de agua retidas na rede.

O terceiro evento térmico ocorre no intervalo de 350 a 550°C, com temperatura de
perda méxima em 515,01°C, correspondente a perda de 5,84%, sendo associada a
decomposicdo da magnetita em outras espécies de 0xidos de ferro. O quarto evento, no intervalo
de 650 a 800°C, estd associada a transicdo de fase de Fe3Os4 para FeO; porque FeO ¢
termodinamicamente estavel acima de 570°C no diagrama de fases do Fe-O (ZHAO et al.,
2006; RAHMAN; MOHAPATRA; AHMAD, 2012); correspondendo, entdo, numa perda de
1,69%.

J4, para as andlises dos nanocompositos ativados e imobilizados com a enzima, o
termograma apresentou dois eventos térmicos. O primeiro evento (25—-175°C), refere-se a perda
de agua adsorvida ou superficie hidroxiladas, pois ocorre até uma temperatura de 175°C,
correspondendo a uma perda de 6,96% e 5,82%, respectivamente. O segundo evento ocorre no
intervalo de 175 a 350°C, com perda de 11,48% e 10,32, respectivamente, de massa atribuida
aremocao de moléculas de 4gua retidas na rede (RAHMAN; MOHAPATRA; AHMAD, 2012).

A temperatura da taxa de perda méxima encontrada, para o segundo evento para as
amostras MNP@CHI, MNP@CHI-GLU e MNP@CHI-GLU-LAC, foi de 222,07, 251,94 ¢
275,29°C, respectivamente. Em comparagdo com a quitosana pura, onde a taxa de perda
maxima foi de 305,78°C, todos os nanocompdsitos apresentaram uma temperatura da taxa de
perda maxima menor. As diferentes temperaturas podem ser relacionadas ao efeito da magnetita
sobre o processo de degradacao da quitosana e a extensao da reacao de reticulagao no processo

de imobilizagdo (FREIRE et al., 2016b; POON; WILSON; HEADLEY, 2014).

4.5.4.4 Analise de MEV e FRX

Imagens adquiridas por MEV e FRX (inseridas) foram empregadas para analise das

amostras denominadas CHI, MNP@CHI, MNP@CHI-GLU e MNP@CHI-GLU-LAC,

conforme representado nas Figuras 46 (a), (b), (c) e (d). Estas representagdes visuais t€m por
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objetivo ilustrar as transformagdes ocorridas na estrutura da superficie do CHI apods o processo
de modificagdo com MNP. A morfologia original da CHI ¢ caracterizada por uma configuragao
laminar, como evidenciado na Figura 46 (a).

A introducdo de particulas de magnetita na matriz de quitosana resultou em sutis
modifica¢des tanto na morfologia quanto na porosidade do material funcional, como pode ser
observado nas Figuras 46 (b), (c) e (d). Além disso, a analise das composi¢des elementares por
meio do FRX revelou variacdes discretas nos teores de elementos como calcio, silicio, ferro e
enxofre. Portanto, a combinagdo das técnicas de MEV e FRX se mostraram fundamental para
fornecer informacdes complementares que permitiram avaliar se a LAC estava de fato

imobilizado na superficie do material funcional.
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Figura 46 — Imagens MEV e composi¢ao dos espectros FRX de (a) CHI, (b) MNP@CHI, (c)

MNP@CHI-GLU e (d) MNP@CHI-GLU-LAC.
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4.5.4.5 Anélise de VSM
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As nanoparticulas exibem rapida resposta ao ser aplicado um campo magnético

externo; como também, na auséncia de magnetizagao ap6s a remocao do campo magnético. As

nanoparticulas de 6xido de ferro em tubos de eppendorf, como apresentado na Figura 47 (a),

com aproximag¢ao de um ima por aproximadamente 30 s, as particulas sdo atraidas para a parede

do recipiente na horizontal (FIGURA 47 (b)) e na vertical (FIGURA 47 (c)). Esse fenomeno ¢

devido as propriedades superparamagnéticas das nanoparticulas de 6xido de ferro.
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Figura 47 — Fotografias das amostras de MNP@CHI-GLU-LAC: (a) na auséncia de um ima,
(b) ap6s a aproximagdo de um ima por 30s na horizontal e (c) apds a aproximacao de um ima
por 30s na vertical.

Fonte: Elaborado pela autora.

O perfil de magnetizagdo, tanto do suporte quanto da lacase imobilizada em
nanocompdsitos magnéticas revestidas com quitosana, foi delineado na Figura 48. A analise
dos resultados revelou que as amostras manifestaram notaveis propriedades
superparamagnéticas, uma caracteristica que viabilizou a pronta separacao dessas particulas
durante as rea¢des em questdo.

A magnitude da magnetizag¢do de saturacdo foi aferida em torno de 35,15; 29,22 e
21,92 emu g ! para o suporte, o suporte ativado e a lacase imobilizada no suporte ativado,
respectivamente. Além disso, essas curvas de magnetizagdo dos nanocompdsitos nao
apresentaram ciclo de histerese e sdo reversiveis a temperatura ambiente. Os valores de
magnetizacdo de saturagdo consideram a soma de todos os momentos magnéticos dos materiais
presentes nas nanoparticulas; isso significa que esse valor corresponde a combinacdo do
material magnético (particulas de 6xido de ferro) e do material ndo magnético (quitosana). Em
processos de revestimento das superficies dos oxidos de ferro com diferentes materiais,
Petcharoen e Sirivat (2012) relataram os variados valores de magnetizagdo de saturagdo de
33,29 emu g ! e 58,72 emu g !, através do revestimento com 4cido oleico e 4cido hexanoico,

respectivamente.
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Figura 48 — Analise VSM para o suporte e a Lacase imobilizada no
suporte.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Dessa forma, a diminui¢do da magnetizacdo de saturagdo observada na lacase
imobilizada nos nanocompoésitos magnéticos de quitosana encontra sua explicacao na presenca
da quitosana, que apresenta caracteristicas diamagnéticas. Tal propriedade diamagnética da
quitosana tem um impacto adverso na natureza superparamagnética das particulas, levando a
observada reducdo. Esse fendmeno foi recentemente abordado por Maftoon, Taravati e Tohidi
(2023). A magnetizacdo reduzida em MNPs revestidas pode ser atribuido também ao efeito de
superficie de pequenas particulas (MARTINEZ et al., 1998; SHETE et al., 2015), que se refere
ao alinhamento desordenado dos spins atdmicos da superficie induzido pela coordenagao
reduzida e troca quebrada entre os spins da superficie (MOHAPATRA et al., 2006; SHETE et
al., 2015).

As observagdes fornecem indicios de que o comportamento magnético dos
nanocompdsitos pode ser consideravelmente moldado pelo perfil molecular associado a
superficie das mesmas, conforme referenciado pelos citados estudos. Corroborando, entao, com
os resultados de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, na qual evidéncia a
presenca de material organico; e, com a analise termogravimétrica que atribui uma camada de

revestimento de 16,14% de material fissisorvido e quimissorvido.
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4.5.4.6 Estabilidade de armazenamento e reutilizagdo de Lacase imobilizada

Os nanocompositos magnéticas fornecem a oportunidade para a recuperagao da
enzima das reagdes usando campos magnéticos externos. A reutilizacdo de enzimas
imobilizadas ¢ um dos principais fatores para baratear o custo em aplicagdes praticas, o que foi
avaliado aqui por meio da medi¢ao da atividade do substrato em cada ciclo de oxidag@o. Por
isso, o potencial de reutilizagdo da lacase de Aspergillus sp. imobilizada em MNP@CHI foi
avaliado em 5 ciclos sucessivos pela oxidagao do guaiacol.

Embora a lacase imobilizada tenha mostrado boa reutilizacao, visto que foi possivel
reutilizar o biocatalisador por 3 ciclos, mantendo aproximadamente 100% de sua atividade
inicial; sua atividade diminuiu moderadamente nos ciclos seguintes (Figura 49), porém

permaneceu em 45,0% apos 5 usos repetidos.

Figura 49 — Potencial de reutilizacdo da Lacase imobilizada em ciclos de
oxidacdo do guaiacol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A razdo por trds dessa reducdo pode ser atribuida a diversos fatores, como
desnaturagdo da proteina e o desprendimento da enzima de seu suporte (MAFTOON;

TARAVATI;, TOHIDI, 2023). Jiang et al. (2005) imobilizaram a lacase nas microesferas
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magnéticas de quitosana e com base nos resultados obtidos, apds 10 ciclos consecutivos, a
lacase imobilizada foi capaz de reter aproximadamente 80% de sua atividade residual.

Outros autores também estudaram a recuperacdo e reutilizagdo de enzima
imobilizada. Como Asgher, Noreen e Bilal (2012) que relataram a lacase de Trametes
versicolor IBL-04 imobilizada em microesferas de quitosana ativadas com glutaraldeido, que
manteve mais de 60% da sua atividade inicial apos 9 ciclos de uso na remocao de corante. Mo
e Qiu (2020) relataram que a enzima celulase imobilizada em biocarvao magnético, ativada e
revestida de quitosana, manteve em 86,0% de sua atividade inicial, apos 10 ciclos repetidos.
Aqui, os resultados sugerem que as enzimas imobilizadas podem ser usadas varias vezes,
indicando seu potencial em aplicagdes praticas.

A imobilizacao de lacase em nanocompdsitos de magnetita causou uma melhora na
estabilidade da enzima tanto em pH quanto em altas temperaturas. A estabilidade de
armazenamento também pode ser outra caracteristica importante a ser melhorada. A
estabilidade de armazenamento ¢ um parametro importantes para sua aplicacdo pratica,
principalmente do ponto de vista econdomico. O alto custo das enzimas utilizadas para fins
industriais € o tempo necessario para sua imobiliza¢ao tém levado ao aumento do interesse pela
estabilidade de estocagem dessas enzimas. A estabilidade de armazenamento ¢ uma vantagem
importante das enzimas imobilizadas sobre as enzimas livres, porque as enzimas livres podem
perder rapidamente sua atividade.

Nesse presente estudo, a lacase imobilizada foi armazenada a 4°C, ¢ as medidas de
atividade residual foram determinadas em diferentes intervalos de tempo, por um periodo de 30
dias. Na qual a atividade inicial foi definida como 100%. Conforme demonstrado na Figura 50,
durante a primeira semana de armazenamento, houve uma queda de 28% na atividade. A partir
dai a atividade continuou se reduzindo na mesma propor¢ao, € uma perda de aproximadamente
53%, em 14 dias, foi registrada. Posteriormente, a atividade diminuiu mais lentamente nas
semanas seguintes, ao tempo restante do armazenamento.

Nessa condi¢ao de armazenamento, ao examinar a Figura 50, podemos observar
que a lacase imobilizada teve uma diminui¢do cerca de 50% na atividade residual durante o
periodo de armazenamento de 4 semanas. Essa severa diminui¢do na atividade relativa da
enzima imobilizada pode ser devido a sua autdlise suscetivel durante o tempo de
armazenamento. Efeito que ocorre em maior propor¢ao na enzima livre; pois, a interagao entre
a enzima e o suporte deve proporcionar uma maior estabilidade conformacional da lacase

imobilizada (ATACAN; OZACAR, 2015).
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Mediante aos dados apresentados, esse resultado equivale aos resultados de Sahin
e Ozmen (2020); na qual, a tripsina imobilizada reteve 50% de sua atividade inicial, apos 12
dias a 4°C. A literatura também relata que a estabilidade de armazenamento de dois tipos de
lacase foi testada, durante o armazenamento a 4°C em tampao de acetato de sodio, no periodo
de 4 semanas (ZHANG et al., 2020). Neste estudo, a atividade da IM-lacase (enzima
imobilizada) apresentou 75,2% da atividade inicial apds 4 semanas de armazenamento; ja, a
atividade da lacase livre diminuiu drasticamente, apresentando 40,2% da atividade inicial.
Logo, nesse estudo a lacase imobilizada apresentou uma estabilidade de armazenamento melhor
do que a lacase livre.

Em virtude dos fatos mencionados, o experimento revelou que a estabilidade de
armazenamento da lacase imobilizada foi melhorada, e 4°C foi adequado para seu

armazenamento.

Figura 50 — Estabilidade da Lacase imobilizada no suporte modificado
em armazenamento durante 30 dias, sob 4°C.
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4.5.4.7 Uso de Lacase imobilizada para descoloragdo de corante

Nesse estudo, o potencial de descoloragdo da lacase imobilizada em
nanocompositos magnéticas revestidas de quitosana foi demonstrado para o corante RB250.
Este composto fendlico, com base na sua estrutura quimica, pertencem a classe dos corantes
azo, que sdo encontrados na maioria dos efluentes téxteis.

Para avaliar a eficiéncia da lacase imobilizada como biocatalisador, foi analisada a
atividade enzimatica da lacase imobilizada em relagdo a descoloragao do corante reativo, por
meio de medicao de absorbancia de UV. As solucdes de corante foram submetidas a degradagao
usando a lacase de Aspergillus sp. imobilizada em nanocompdsitos magnéticas revestidas de
quitosana, em varias duragdes de tempo e as solugdes resultantes foram submetidas a medigao
de absorbancia de UV.

A descoloragdo nas melhores condi¢oes (pH 4, tampao acetato 95 mM e carga
enzimatica 5 mg g'!), foi seguida pela medi¢do da diminui¢do da absorbancia no comprimento
de onda maximo. Os resultados obtidos para a descoloragdo biocatalitica do corante pela lacase
imobilizada s3o apresentados na Figura 51. Na qual, a taxa de descoloragdo de
aproximadamente 96,24%, ap6s 15h de operacao, para o RB250 foi observado; todavia, apds 5

horas de tratamento obteve-se 92,88% de remogao.
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Figura 51 — Tempo de descoloracdo do corante RB250 por Lacase imobilizada,
concentragio do corante 20,5 mg L.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O efeito do tempo de reagdo na porcentagem de descoloracdo de RB250 pela lacase
imobilizada em nanocompositos revestidos em quitosana foi determinado em 15 horas. Os
resultados revelaram que a descoloracdao do RB250 foi associada a um aumento no tempo de
reagdo, que atingiu um valor maximo de 96,24% em 15 horas. Durante o estdgio inicial da
reacdo (60min), a porcentagem de descoloracdo aumentou significativamente e tendeu a ser
mais estavel apos 180min, quando atingiu o valor de 89,61% de remocao. A mudanca de
descoloragdo ¢ muito pequena entre os pontos de tempo 180min e 300min. Aos 300min., quase
92,88% do RB250 foi descolorido, respondendo por aproximadamente a totalidade de remocao
do corante do tratamento efetuado. Pois, daqui em diante a descoloragcdo procedeu muito
lentamente e atingiu um valor de 96,24% em 15h. Isso pode ser devido a inibi¢cdo enzimatica
por alguns produtos gerados na descoloragdo do corante azo ou inibi¢ao do substrato.

Esse resultado corrobora com o trabalho de outros autores como Lin et al. (2017)
que imobilizou a lacase de Trametes versicolor em nanoparticulas magnéticas funcionalizadas
com siloxano; no qual, obteve mais de 80% de descolorag¢ao do corante Methyl Red. Abdulla et
al. (2000) efetuou o tratamento de corantes antraquindnicos com a lacase de Trametes hirsuta

imobilizada em pellets de alumina ativados, e reduziu em 80% a toxicidade dos corantes.
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Outrossim, Mehandia, Sharma e Arya (2020) realizaram a imobilizagdo de lacase Alcaligenes
faecalis XFI em esferas compostos de quitosana-argila (CCB); e, diminuiram em 69% a
descoloragdo de corante azo (RB5), em 24 horas de tratamento. E, foi observado por Asgher,
Noreen e Bilal (2012) que a lacase imobilizada foi um descolorante mais eficiente em todos os
corantes reativos em compara¢ao com a enzima livre.

Esses resultados mostraram que a lacase de Aspergillus sp. imobilizada degradou

efetivamente o corante de azo RB250 em 15 horas.

4.6 Conclusao

Em face aos dados apresentados nesse trabalho, conclui-se que a imobiliza¢ao da
enzima lacase de Aspergillus sp. foi efetuada nas melhores condigdes de trabalho, como carga
de proteina de 5 mg g!, pH 4, for¢a idnica de 95 mM e tempo de 6 horas, em temperatura de
25°C. Produzindo, entdo, um biocatalisador MNP@CHI-GLU-LAC com atividade, nas
melhores condi¢des, de 14,40 £ 0,1 U g

A instrumentagao utilizada para caracterizar os materiais (DRX, FTIR, TGA, MEV,
FRX e VSM) confirmaram a jungcdo da quitosana com magnetita na formacao do
nanocompdsito; pois, o revestimento CHI pode atuar como um agente protetor contra oxidacao
de magnetita e como local para imobilizacao de lacase. Como também, ratificou o processo de
ativacdo realizada com glutaraldeido e imobilizacdo da lacase no nanocomposito. Além disso,
o perfil de magnetizacdo, tanto do suporte quanto da lacase imobilizada em nanocompositos
magnéticas revestidas com quitosana, revelou notaveis propriedades superparamagnéticas, uma
caracteristica que viabilizou a pronta separagao dessas particulas durante as reagdes em questao.

Nos ensaios de armazenamento (a 4°C) e reciclo, o biocatalisador apresentou uma
boa atividade mesmo ap6s 30 dias de armazenamento e 5 ciclos de reuso, respectivamente.
Além disso, sua atividade aumentou nos pH 4acidos, e apresentou boa estabilidade em 60°C.
Demonstrando que a imobilizagao de lacase em nanocompositos de magnetita causou uma
melhora na estabilidade da enzima tanto em pH quanto em altas temperaturas.

O biocatalisador mostrou excelente resultado na biodegradacdo de corante, pois
apresentou uma remocao de 96,24 + 0,56% do corante RB250. Sendo este um representante da
classe dos azos corantes, a classe de corante sintéticos mais usados na industria téxtil,
atualmente.

Diante dos resultados obtidos, o estudo apresentado elenca um biocatalisador com

propriedades interessantes, trazendo consigo materiais que se destacam em inimeras vantagens



129

como bom desempenho, versatilidade, tecnologia avangada, sustentabilidade, e facil isolamento
magnético com o uso de imas externos; permitindo com isso, reutilizar a enzima imobilizada

em uma série de ensaios.
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Capitulo 5

Considerac0es Finais

5.1 Consideracoes Finais

Levando-se em conta o que foi observado, que a enzima livre teve boa capacidade
em descolorir o corante RB19 sem qualquer mediador redox. Esse estudo mostrou claramente
que a lacase comercial de Aspergillus sp. pode ser usada como um método de tratamento de
aguas residuais ecologicamente correto, denominado como degradagdo enzimdtica. No entanto,
com o uso da enzima lacase livre, a estabilidade ¢ perdida em diferentes condi¢des (temperatura,
pH ou tempo de armazenamento) e ndo pode ser reutilizada. Essas razdes sao desvantagens para
0 uso de enzima livre. Devido a esses motivos, processos mais econdmicos estdo sendo
desenvolvidos na industria para aplicagdes em escala industrial, especialmente na remediacao
de efluentes aquosos. Dentre esses processos, a enzima pode ser usada repetidamente por
imobilizacdo e a enzima imobilizada torna-se vem mais estavel, mais resistentes a mudancas
do ambiente reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH e solventes organicos. Outras
importantes vantagens como facilidade de separacdo do biocatalisador do meio reacional, sem
qualquer perda de sua atividade; além da possibilidade de conduzir processos continuos.

A imobilizagdo de enzimas em materiais bioativos aliados a nanosuportes, fornece
uma maneira de melhorar a estabilidade e reutilizacao, modificar as propriedades cataliticas e,
em certos casos, obter maior atividade ou seletividade. Entre os nanomateriais, os suportes
magnéticos apresentam varios méritos como: nao toxicidade, possuem grande area de superficie
e a capacidade de produzir propriedades magnéticas desejadas para que possam ser separados
usando imas e reutilizados. Por isso, a imobilizacdo em nanomateriais tem se destacado em
pesquisas cientificas ¢ em diversas areas, como a ambiental, quimica, farmacéutica,
biotecnoldgica, alimenticia, dentre outras. Portanto, € possivel determinar que biocatalisadores
em suportes nanoestruturados representam a possibilidade de um processo ambientalmente

amigavel e que nao dependem de recursos fosseis.
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Muitos estudos, objetivando desenvolver tecnologia capaz de minimizar o volume
e a toxicidade dos efluentes industriais, tém sido realizados. As lacases imobilizadas foram
capazes de realizar a biodegradagao do corante. De fato, os resultados da remogao de corantes,
anteriormente apresentados, indicam que os métodos utilizados nesse trabalho t€ém potencial
para estudos mais aprofundados na area em questdo, pois contribuem para o desenvolvimento
de mais estudos nesta area. O trabalho estatistico provou ser eficaz na redugdo dos custos, com
apresentacao das melhores condigdes do processo, aliadas a estudos teodricos, que possibilitam
uma melhor obtencao do processo. Os dois estudos sinalizam que o uso de enzimas como
catalisadores biologicos deve ser uma ferramenta primordial para o uso industrial, e com
potencial aplicag¢do para o uso em larga escala.

Em suma, a aplicacdo do biocatalisador (MNP@CHI-GLU-LAC) apresentou os
resultados esperados, com base nos estudos experimentais realizados, e sua eficacia

comprovada superior ao uso da lacase de Aspergillus sp. na forma livre.



