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APRESENTAÇÃO

O e-book: “Química: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria” 
é constituído por nove capítulos de livro que foram organizados em função da temática 
avaliada. 

Os capítulos I e II apresentam a importância de se analisar as propriedades 
terapêuticas e os efeitos biológicos adversos provenientes das espécies Jatobá-da-mata 
(Hymenaea courbaril) e a Camomila-Vulgar (Matricaria recutita) que são bastante utilizadas 
na medicina popular e na formulação de fármacos. A primeira possui propriedades anti-
inflamatória e antifúngica e uso em caso de doenças respiratórias. Já a segunda, é utilizada 
na formulação de cosméticos, aromatizantes e propriedades terapêuticas: tratamento da 
insônia, ansiedade, dispepsia e perturbações estomacais. 

O capítulo III apresenta a excelente iniciativa por parte de professores e alunos 
do IFMT campus avançado de Sinop, que relataram os detalhes da iniciativa de produzir 
quase 4100 L de sabonete liquido destinado a atender a demanda de Centro de Referência 
de Assistência Social (CRAS), setores e serviços públicos, grupos comunitários e a 
comunidade interna do IFMT.

Os capítulos de IV a VI procuraram avaliar a eficiência de remoção de poluentes 
presentes em diferentes matrizes ambientais, respectivamente, a eficiência da enzima 
Lacase na captação e oxidação de corantes em efluentes têxteis, nanopartículas de 
ferro com extrato orgânico de Azadirachta indica para adsorção de mercúrio em águas e 
aplicação de catalisadores do tipo Perovskita para conversão de poluentes atmosféricos. 
Os resultados apresentados foram bastante promissores e demandam continuidade das 
pesquisas com o intuito de ser aplicado em larga escala.

O capítulo VII avaliou a síntese e caracterização de nano compósito magnético 
funcionalizado com óxido de zinco na superfície pelo método solvotermal assistido por 
micro-ondas (SAM), que apresentaram resultados promissores para tecnologia em estudos 
de ótica, catálise e piezoeletricidade. Já o capítulo VIII procurou avaliar os biomarcadores 
como processos biológicos que podem ocorrer de forma saudável e de forma patogena, 
podendo desencadear efeitos adversos, entre os quais: obesidade, pré-diabetes e diabetes 
mellitus; indicar e associar doenças como esquizofrenia, asma, Alzheimer, fibrose cística e 
diversos tipos de cânceres a produção de alguns gases poluentes e presentes na atmosfera. 
Por fim, o capítulo IX investigou as possíveis causas de derramamento de petróleo em 
plataformas localizadas no Golfo do México, apontando as possíveis causas que promovem 
o derramamento e os efeitos adversos a fauna e até mesmo a saúde humana de quem 
pode vir a ficar exposto a locais de derramamento. 

Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando com o intuito de estimular e 
incentivar os pesquisadores brasileiros e de outros países a publicarem seus trabalhos 



com garantia de qualidade e excelência em forma de livros e capítulos de livros que são 
disponibilizados no site da Editora e em outras plataformas digitais com acesso gratuito. 
A associação destes e outros fatores fazem desta Editora, a maior do Brasil em relação à 
publicação de livros e capítulos de livros resultantes de trabalhos técnicos - cientifico em 
todas as áreas do conhecimento.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMA LACASE E SUA 
EFICIÊNCIA NA OXIDAÇÃO E CAPTAÇÃO DE 

CORANTES TÊXTEIS
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RESUMO: Lacases foram produzidas por 
Pleurotus ostreatus em Fermentação no 
Estado Sólido por 15 dias sobre casca de arroz 
suplementado com farelo de soja. Extrato bruto 
de lacases foi imobilizada por ligação covalente 
em alginato de cobre com epicloridrina e 
retenção da atividade de lacase ficou em 38,4%. 
Oxidação de verde Malaquita e Azure B foi 
ensaiada por lacase imobilizada com mediador 
ABTS. Verde Malaquita e Azure B mostraram 
diferentes comportamentos dentro da oxidação, 
ocorrendo absorção alta de Azure B sobre a 
enzima imobilizada em esferas de alginato de 
cobre e enquanto a oxidação de verde Malaquita 
foram observadas. Sistema redox ABTS-enzima 
alcançou 92% de oxidação de verde Malaquita 

depois de 12h. Processo em aumento de escala 
em reator tipo cesto mostrou eficiente processo 
de oxidação de verde Malaquita em 90% dentro 
do sistema redox ABTS-enzima em batelada. 
PALAVRAS-CHAVE: Lacase. Biorremediação. 
Azure B. verde Malaquita. Pleurotus ostreatus.

IMMOBILIZATION OF LACCASE ENZYME 
AND ITS EFFICIENCY IN THE OXIDATION 

AND UPTAKE OF TEXTILE DYE
ABSTRACT: Laccases were produced by 
Pleurotus ostreatus in Solid State Fermentation 
for 15 days on rice husk supplemented whit 
soybean bran. Crude extract of laccases was 
immobilized by covalent bond in cuprum alginate 
with epichlorohydrine and 38.4% of laccase 
activity retention was attained. Oxidation of 
Malachite green and Azure B were assayed 
by immobilized laccase with mediator ABTS. 
Malachite green and Azure B showed different 
behaviors within the oxidation, high adsorption 
of Azure B on immobilized enzyme in beads of 
cuprum alginate and Malachite green oxidation 
were observed. ABTS-enzyme redox system 
attained 92% Malachite green oxidation after 12 
h. Scale up process in basket bioreactor showed 
efficient Malachite green oxidation in 90% after 
96 h into ABTS-enzyme redox batch system. 
KEYWORDS: Laccase. Bioremediation. Azure B. 
Malachite green. Pleurotus ostreatus.

1 | 	INTRODUÇÃO
Indústrias têxteis dependem de corantes 

e seus efluentes, incluindo íons metálicos 
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pesados que são carcinogênicos, causam impactos ambientais severos, principalmente 
para o ecossistema aquático (BAZIN et al., 2012 CHOUDHURY, 2017). Este impacto conduz 
a várias investigações para reduzir os efeitos severos e muitas técnicas têm sido avaliadas 
em suas eficiências no processo de degradação. Processo por adsorção de corantes e 
metais tem sido empregado com Azure B e Black Reativo 5 e foi avaliado com carbono 
ativado, assim como azul de metileno e verde Malaquita com serragem de madeira (WONG 
et al., 2017; RANGABHASHIYAM et al., 2018). Alta velocidade de absorção foi obtida com 
verde Malaquita usando serragem de madeira, alcançando 90% de absorção.

O sistema usando processos oxidativos de compostos xenobióticos e recalcitrantes 
pode ser alcançado com o uso de enzimas oxidativas.  Lacase (EC 1.10.3.2) é uma enzima 
e tem demonstrado ser versátil neste propósito. Lacases deTrametes sp. LAC-01 e de 
Cerrena unicolor GSM-01 foram avaliadas na presença de ABTS como mediador da enzima 
na descoloração de azul de Bromotimol e verde Malaquita (LING et al., 2015; WANG et al., 
2017).

Processos industriais com enzimas imobilizadas têm apresentado eficiência 
com o reuso sem a perda de suas atividades. Métodos de imobilização e condições de 
processos têm sido avaliados por muitos pesquisadores (CHAMPAGNE, RAMSAY, 2010). 
As descolorações de corantes como Azul Brilhante de Rimazol R, Triclosan, Azul Ácido 74, 
Black Reativo 5 foram avaliados com lacases imobilizadas deTrametes versicolor (LE et al., 
2016; CHAMPAGNE, RAMSAY, 2010; OSMA et al.,2010).

A produção e purificação de enzimas é ainda um processo industrial de alto custo. 
Entretanto, o uso de resíduos agroindustriais como substrato para fermentação em estado 
sólido (FES) rende alta produção de enzimas. Em adição, a eliminação do processo 
“downstream” para sistemas que não dependem de enzimas purificadas pode ser uma 
excelente alternativa em redução de custos. Brasil é um dos maiores produtores agrícolas 
e fornece uma grande quantidade de biomassa de plantas, tais como bagaço de cana-de-
açúcar, palhas e cascas de cereais, farelos de grãos que se encontram disponíveis para 
este propósito (CANILHA et al., 2012; NEETHU et al., 2015; PANESAR et al., 2016).

Portanto, na presente pesquisa, extrato bruto contendo lacase produzida por 
Pleurotus ostreatus em casca de arroz suplementada com farelo de soja foi imobilizada em 
esferas de alginato de cobre usando epicloridrina como braço espaçador. Então, testes de 
descoloração de Azure B e Verde Malaquita foram realizados em pequena e grande escala.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	 Materiais
Alginato de sódio, sulfato de cobre, epicloridrina, Azure B, Verde Malaquita e ABTS 

adquiridos na Sigma-Aldrich.
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2.2	 Microrganismo
O fungo Pleurotos ostreatus foi obtido da coleção de cultura da Universidade Federal 

do Paraná – Brasil. O microrganismo foi cultivado a 30ºC em BDA 2% (batata-dextrose-
aguar) por 7 dias, estocado a 4ºC e repicado a cada 90 dias.

2.3	 Substrato sólido
Para o cultivo de P. ostreatus foi utilizado casca de arroz (CA) obtida em uma usina 

de beneficiamento de arroz localizada na cidade de Canas-SP. A CA foi imersa em água 
por 12h e em seguida filtrada em peneira. Secou-se a CA em estufa a 60 °C até a redução 
da umidade para 60 a 70%. Posteriormente utilizou-se farelo de soja (FS) cedido por um 
comerciante local da cidade de Lorena-SP para suplementar a CA na proporção de 90:10 
(CA:FS). A umidade do substrato foi ajustada para 65% com água destilada. Distribui-se 350 
g do substrato em sacos de polipropileno de 15 x 25 cm. Introduziu-se um tubo centrífuga 
de 15 mL no centro de cada saco para criar o canal de inoculação. Os sacos foram vedados 
com o auxílio de um anel de PVC, folha de papel manteiga, sobreposta com folha de papel 
alumínio de mesma dimensão e fechado com elástico de látex. Posteriormente, os sacos 
foram esterilizados por 1h a 120o C (duas vezes com intervalo de 24h). Após resfriamento 
dos sacos, em ambiente estéril, retirou-se o tubo de centrífuga e inoculou-se 10 discos-
ágar (Ø = 7 mm) do fungo crescido em placa de Petri. Os sacos, novamente vedados, foram 
incubados a 30oC por 8, 15 e 20 dias.

2.4	 Extração da enzima
Com 8, 15 e 20 dias de cultivo, realizou-se a extração enzimática. Foram utilizados 

frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 20 g de massa seca do substrato cultivado e 
homogeneizado acrescido de 150 mL de tampão citrato-fosfato pH 3,0 a 50 mM. Os frascos 
foram fechados com folha de papel alumínio e incubados em shaker sob agitação de 120 
rpm a 25°C por 1 hora. Ao término do processo, o extrato foi separado do substrato por 
filtração em gaze. O extrato bruto foi posteriormente centrifugado a 3000 rpm, 25°C por 
10 min. Parte do sobrenadante foi congelado e a outra fração foi concentrada de 300 mL 
para 160 mL por liofilização durante 14 h. Por fim, os extratos brutos não concentrado e 
concentrado foram mantidos sob refrigeração a 4°C. 

2.5	 Preparo do suporte
O suporte de imobilização da enzima lacase foi preparado a partir de uma solução 

de 1,25% (m/v) de alginato de sódio em água destilada, utilizando agitador magnético para 
completa solubilização. A solução de alginato foi deixada em repouso por 20 min e então 
gotejada manualmente com seringa sobre uma solução de sulfato de cobre (0,2 M) sob 
baixa agitação. Utilizou-se uma agulha de 0,45 mm de diâmetro por 13 mm de comprimento 
(26G1/2”). Ao término do gotejamento, o sistema foi mantido em repouso por 30 min 
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para o enrijecimento das esferas. As esferas formadas foram separadas da solução de 
CuSO4 por filtração em papel de filtro e lavadas com água destilada. Posteriormente foram 
armazenadas a 4°C em tampão citrato-fosfato pH 3,0 a 50 mM (THAKUR et al., 2015).

2.6	 Imobilização por aprisionamento
Para a imobilização por aprisionamento foi repetido o processo do item 2.5. No 

entanto, antes do gotejamento foi adicionado à solução de alginato de sódio o extrato bruto 
da enzima. As esferas foram submetidas à análise de atividade enzimática (item 2.9) e 
determinação do rendimento de imobilização (item 2.10). Estas análises foram repetidas 
para os próximos procedimentos de imobilização.

2.7	 Imobilização por adsorção
Para a imobilização por adsorção as esferas preparadas de acordo com o item 2.5 

foram lavadas. Retirou-se o excesso de água com papel absorvente. Posteriormente as 
esferas foram imersas no extrato bruto enzimático por 12 h sob refrigeração (4oC). 

2.8	 Imobilização por ligação covalente
As esferas utilizadas na imobilização covalente foram preparadas conforme o item 

2.5. Posteriormente tratou-se as esferas com epicloridrina (ECH). A solução de ECH foi 
preparada a 1,5% (v/v) por diluição em água destilada. Em capela de exaustão imergiu-se 
as esferas na solução de epicloridrina, na proporção 1:10 (m/v) por 1 h. Posteriormente, as 
esferas ativadas foram lavadas três vezes com água destilada e armazenadas em tampão 
citrato fosfato 50 mM (pH 3,0) sob refrigeração a 4°C. Para a imobilização, removeu-se o 
excesso de tampão das esferas com papel absorvente, em seguida estas foram imersas no 
extrato concentrado sob refrigeração por 12 h.

2.9	 Determinação da atividade enzimática da lacase livre e imobilizada
O ABTS (ácido-2,2’-azinobis-3-benzotiazolina-sulfônico) foi utilizado para determinar 

a atividade da enzima lacase livre e imobilizada. Para a enzima livre, a mistura reacional 
consistiu-se de 400 μL de tampão citrato fosfato 50 mM (pH 3,0), 100 μL de ABTS 
(Ɛ420=36.000 M-1.cm-1) 1,0 mM e 500 μL de extrato enzimático bruto (NiIKU-PAAVOLA et 
al., 1988). 

Os ensaios com a enzima imobilizada no suporte foram realizados em béquer 
contendo 9 mL de tampão citrato fosfato 50 mM (pH 3,0), 1 mL de ABTS 1,0 mM e 1,03 g de 
massa das esferas de alginato de cobre com a enzima imobilizada. A reação foi conduzida 
sob agitação suave durante 30 min, com coleta das amostras a cada 1 minuto para 
leitura espectrofotométrica. Em ambos os testes, a oxidação do ABTS foi acompanhada 
em espectrofotômetro a 420 nm. Todos os ensaios enzimáticos foram realizados a 25 ºC. 
Definiu-se uma unidade (UI) como a oxidação de 1 μmol de ABTS por min. A atividade da 
enzima imobilizada foi definida como UI por grama de suporte (UI/g).
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2.10	 Determinação do rendimento de imobilização
O rendimento de imobilização foi calculado a partir da relação entre a atividade 

enzimática do extrato bruto concentrado e a atividade enzimática deste após 14 h de 
imersão das esferas de alginato de cobre (Eq. A.1).

η (%) = [(Uo-Uf)/Uo]*100			    Eq. (A.1)
Onde:	
η (%) = rendimento de imobilização
Uo = Atividade enzimática do extrato antes da imobilização
Uf  = Atividade enzimática do extrato após imobilização

2.11	 Descoloração de corantes
Os ensaios de descoloração foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL 

tampados com folha de alumínio contendo 10 mL de solução de corante e 1,03 g das 
esferas de alginato de cobre. As esferas foram previamente pesadas em tubos de ensaio e 
conservadas em 1,5 mL de tampão citrato fosfato 50 mM (pH3,0). O excesso de tampão das 
esferas foi removido com papel absorvente antes de cada teste. Realizou-se os ensaios de 
descoloração com os corantes na concentração de 10 e 15 mg/L em água destilada, para o 
Azure B e o Verde Malaquita, respectivamente. O processo de descoloração foi conduzido 
a 25°C sob agitação de 50 rpm por 12 h. Foi realizada leitura espectrofotométrica em 
cubeta de acrílico a cada 2 h e o volume analisado foi devolvido. Utilizou-se água destilada 
como branco das amostras. Para análise da influência do mediador ABTS na descoloração, 
foram preparadas soluções de corantes contendo 9,9 μM e 14,8 μM de ABTS.

Na descoloração de ambos os corantes foram testados dois controles: esferas de 
alginato de cobre sem tratamento com ECH (Branco para Azure B (BA) e Branco para 
Verde Malaquita (BV)) e esferas de alginato de cobre tratadas com ECH (Branco com ECH 
para Azure B (BEA) e para verde Malaquita (BEV)). Para os ensaios, foram preparadas 
amostras usando a enzima imobilizada (EI.A/EI.V), enzima imobilizada com 9,9 μM de 
ABTS (Enzima imobilizada com mediador 1 (EIM1.A/EIM1.V)) e enzima imobilizada com 
14,8 μM de ABTS (Enzima imobilizada com mediador 2 (EIM2.A/EIM2.V). 

Para análise do processo de descoloração foi determinado o comprimento de onda 
de máxima absorbância de cada corante pela varredura do espectro UV-VIS de 300 a 700 
nm. Obteve-se os valores máximos em 620 nm para o Verde Malaquita e 650 nm para o 
Azure B, sendo estes valores utilizados para a determinação da concentração dos corantes 
durante a descoloração.

Ao final dos ensaios, as esferas foram coletadas e lavadas com água destilada. Foi 
realizada nova atividade enzimática para determinação da atividade residual das enzimas 
imobilizadas.
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2.12	 Porcentagem de descoloração
Determinou-se a percentagem de descoloração dos corantes utilizando a equação 

(Eq. A.2)
D (%)= [(Ao-Af)/Ao]*100			    Eq. (A.2)
Onde:
D (%) = Porcentagem de descoloração
Ao = Absorbância do corante no tempo zero
Af  = Absorbância lida nos tempos de ensaio

2.13	 Descoloração em reator tipo cesto
Reator tipo cesto encamisado com volume de 2 L foi utilizado para o ensaio de 

descoloração. Utilizou-se 1 L de solução do corante Verde Malaquita (45 mg/L), 24 g de 
enzima imobilizada covalentemente (aprisionadas em cesto) e 15 mL de ABTS (1,0 mM). 
Após 24 h de reação, adicionou-se mais 15 mL de ABTS 1,0 mM. O processo foi conduzido 
a 25°C sob agitação magnética. Foram realizadas leituras da absorbância a cada 2 h 
durante as primeiras 24 h, e depois a cada 24 h, concluindo o ensaio em 96 h. Assim como 
nos ensaios em menor escala, o volume analisado foi devolvido para o reator após leitura 
espectrofotométrica.

2.14	 Análise estatística
Foi aplicada a Análise de Variância (ANOVA) mediante o uso do software estatístico 

R v3.4.4. Por meio do procedimento de Tukey, identificou-se dois grupos homogêneos, 
posteriormente foi feita uma comparação de médias para determinar quais testes eram 
diferentes entre si. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

2.15	 Modelagem do experimento
Após a identificação dos grupos homogêneos, selecionou-se o teste que possuía 

a maior eficiência de descoloração. Foi analisada a interação das variáveis tempo e 
absorbância após as 12 h de ensaio mediante o uso do software estatístico Statgraphics 
Centurion XVI.II. Foi considerado um modelo linear com ajuste de logaritmo natural. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Produção enzimática
A utilização de subprodutos agroindustriais, além de ser sustentável, possibilita a 

redução dos custos com matéria prima. Consequentemente, o presente trabalho buscou 
avaliar o uso da casca de arroz suplementada com farelo de soja como substrato para a 
produção da enzima lacase pelo o fungo P. ostreatus. O tempo de cultivo analisado foi de 
8 a 20 dias. Em 15 dias de cultivo foi alcançada a maior atividade enzimática de 3,1 ± 0,3 
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UI/g. Tempos mais curtos ou mais longos de cultivo resultaram em menores atividades de 
2,0 ± 0,1 UI/g e 2,8 ± 0,2 UI/g aos 8 e 20 dias, respectivamente. Das et al. (2016) reportaram 
que a lacase produzida pelo fungo P. ostreatus MTCC 142 alcançou atividade de 0,35 ± 
0,02 UI/g utilizando como substrato palha de arroz e casca de milho na proporção 1:1. 
Estes autores reportam que pode ocorrer variações na produção da enzima dependendo 
do substrato e suplementação utilizados. Além disso, Bettin et al. (2009) reportam que 
fontes de nitrogênio são indutores na produção da enzima lacase.

3.2	 Escolha do suporte
Como já relatado por Teerapatsakul et al. (2008), o uso de agentes cross-linking 

como CaCl2, CuSO4 e AlCl3 aumentam a estabilidade da enzima. Além disso, Palmieri 
et al. (1994) reportaram que no caso da lacase, por ser uma cuproproteína, o uso do 
sulfato de cobre atua tanto na estabilização da enzima devido aos íons cobre, quanto na 
solidificação do suporte. Deste modo, o presente trabalho optou pelo uso de CuSO4 como 
agente solidificador do alginato, as esferas produzidas possuíram 3 mm de diâmetro e 
apresentaram um formato regular e aspecto rugoso.

3.3	 Técnicas de imobilização para a Lacase
Foi avaliada a técnica de imobilização por aprisionamento, porém a enzima 

imobilizada não apresentou atividade. Teerapatsakul et al. (2008) utilizando metodologia 
similar em um processo automatizado obteve êxito na imobilização da enzima lacase ativa. 
O longo período requerido para a imobilização manual no presente trabalho pode ter levado 
a desnaturação da enzima.

Podemos observar as diferenças entre duas técnicas de imobilização: Adsorção física 
e Ligação covalente (Tabela 1). A imobilização por adsorção apresentou alto rendimento de 
imobilização e atividade de 31,63 UI/g. No entanto, mesmo após a retirada do suporte, o 
ABTS do meio reacional de teste continuou sendo oxidado. Este fato indica que a enzima 
foi lixiviada do suporte para o meio. No trabalho de imobilização da lacase em alginato de 
cobre, Palmieri et al. (1994) não observaram a oxidação do substrato após retirada das 
esferas. A ideia da imobilização é a recuperação das enzimas para sua utilização em uma 
nova reação, no entanto se o desprendimento enzimático é alto no primeiro uso, grande 
parte das enzimas não será recuperada.
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Técnica de 
imobilização

Extrato 
enzimático bruto

Atividade 
de lacase 

imobilizada 
(UI/g)*

Desprendimento 
da enzima do 

suporte

Rendimento da 
imobilização

(%)

Adsorção física Não liofilizado 31,63 Alto 73,06

Ligação covalente 
(ECH)

Liofilizado 52,91 Baixo 38,24

Tabela 1. Comparação entre duas técnicas de imobilização da enzima lacase utilizando como suporte 
alginato de cobre 1,25% (m/v).

Optou-se por testar a imobilização por ligação covalente utilizando ECH como 
funcionalizador do suporte. Segundo Nishad et al. (2017), quanto maior a concentração 
de epicloridrina utilizada na funcionalização do suporte, mais grupos epóxidos serão 
adicionados a superfície das esferas e maior será o rendimento da imobilização. Na 
pesquisa de Bayramoglu et al. (2010) utilizaram concentração de 2% de ECH para imobilizar 
a enzima lacase em esferas de quitosana. No entanto, Iype et al. (2017) afirmam que a 
epicloridrina pode afetar a atividade enzimática. Dessa forma, o presente trabalho optou 
por utilizar a concentração de 1,5%. O rendimento de imobilização foi menor em relação 
a técnica de adsorção física. No entanto, o desprendimento de lacase foi baixo. Portanto, 
a técnica de imobilização por ligação covalente foi utilizada nas próximas etapas deste 
trabalho.

Foram realizados três testes de atividade enzimática consecutivos para avaliar a 
viabilidade de reutilização do suporte. Após cada ensaio, as esferas foram lavadas com 
água destilada e depois utilizadas no teste seguinte. Os valores obtidos para os ensaios 
foram 41,8, 25,2 e 21,1 UI/g, respectivamente. Observa-se uma redução de 40% entres os 
ensaios, na repetição, 1 e 2 na avaliação de reutilização das esferas de alginato de cobre 
recoberta com ECH imobilizadas com lacase de P. ostreatus. No entanto, entre o ensaio 2 
e 3 esta diferença foi de 16%.

3.4	 Teste de descoloração de 12 h
A utilização do suporte de alginato de cobre sem a presença de enzima, a 

descoloração máxima atingida para o verde Malaquita foi de 23% alcançada em apenas 
2 h e após este tempo, o valor se manteve constante (Figura 1). O suporte funcionalizado 
com epicloridrina apresentou o mesmo comportamento, mas atingiu 40% de descoloração. 
A utilização da enzima imobilizada levou a uma descoloração de apenas 29%, também em 
2 h, se mantendo constante até o fim da análise. Na presença do mediador ABTS em duas 
diferentes concentrações (9,9 μM e 14,8 μM) foi observado um aumento significativo na 
descoloração, chegando a 92% para ambos. Assim, verifica-se que a enzima imobilizada 
na presença de ABTS (9,9 μM) foi responsável pela descoloração de 52% do verde 
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Malaquita, sendo observado 40% de adsorção no suporte. Das et al. (2016) obtiveram 
uma descoloração de 37% do corante Vermelho Congo ao utilizar lacase (produzida por 
P. ostreatus) de forma livre. Ling et al. (2015) alcançaram uma descoloração do verde 
Malaquita de 70% em 12 h utilizando a lacase também de forma livre (produzida por 
Trametes sanguinea). Teerapatsakul et al. (2017) constataram descoloração máxima 
de 82% para verde Malaquita de 100% para o corante Índigo Carmine utilizando lacase 
(produzida por Ganoderma sp.) imobilizada em alginato de cobre.

Figura 1. Descoloração do corante Verde Malaquita (45 mg/L) em 12 h

No entanto, ao contrário do que se observou neste trabalho, pesquisadores relatam 
que não houve adsorção significativa do corante nas esferas. Para o corante Azure B obteve-
se a maior descoloração de 80% para a esfera tratada com ECH sem enzimas. A enzima 
imobilizada apresentou uma descoloração similar de 79%. Na presença do mediador ABTS, 
a descoloração foi ligeiramente reduzida pra 76%. Após 4 h de ensaio a descoloração 
permaneceu praticamente constante para todos os ensaios sem a presença de ABTS.  Ling 
et al. (2015) utilizaram lacase de forma livre e constataram 0% de descoloração  do Azure 
B em 4h. No tempo de 24h foram alcançadas descoloração de 8%. Segundo Claus et al. 
(2002), maior parte das lacases, mesmo estando ativas, não degradam o Azure B devido 
a estrutura deste corante. Arantes e Milagres (2007) também reportaram a ineficiência da 
lacase na descoloração do Azure B. Porém, quando realizaram um tratamento com outras 
enzimas na presença de Fe+3 e H2O2 seguido pelo uso da lacase, esta degradou 40% do 
corante. Deste modo, observa-se que lacases produzidas por diferentes tipos de fungos 
não são eficientes na descoloração do Azure B quando utilizadas de forma isolada. 

Enzima mais provável na degradação oxidativa de Azure B é lignina peroxidase 
produzida por Phanerochaete chrysosporium em meio de cultivo sintético em condições 
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limitadas de nitrogênio (ARCHIBALD, 1992). Pesquisa realizada por Silva et al. (2008) 
verificou que extrato de cultivo de fungo em substrato de madeira não é capaz de oxidar 
Azure B e nem mesmo álcool veratrílico. Provavelmente deve existir uma inibição enzimática 
ou a enzima não é produzida nessa condição de cultivo. O alto teor de íons potássio, cálcio, 
ferro e manganês presentes no resíduo de eucalipto e dos farelos de cereais podem ter 
causado essa inibição (SILVA et al., 2008).

 Análise estatística do processo foi realizada utilizando diagrama de caixas. As 
médias da absorbância dos testes EIM1.V e EIM2.V (Enzima imobilizada + ABTS 9,9 μM 
e Enzima imobilizada + ABTS 14,8 μM, respectivamente) estão localizadas abaixo de 0,6. 
Além disso, 75% dos valores destes ensaios são menores que o valor mínimo dos testes BV, 
BEV e EI.V. As maiores eficiências de descoloração, obtidas nos testes EIM1.V e EIM2.V, 
podem ser explicadas devido a presença do mediador ABTS. Desta forma, ressalta-se a 
formação de dois grupos homogêneos, o primeiro grupo, constituído por BV, BEV e EI.V 
e o segundo por EIM1.V e EIM2.V. Neste ensaio a faixa média de ação do primeiro grupo 
foi 30%, enquanto do segundo foi 92%. Isto permite observar a velocidade de reação e a 
eficiência da descoloração do segundo grupo em relação ao primeiro. Balan et al. (2012) 
constatou que a presença do mediador HBT aumentou a descoloração do Verde Malaquita, 
obtendo um valor máximo de 96%. Desta forma, observa-se que o uso de mediadores 
como ABTS e HBT intensificam a capacidade da lacase em atacar os anéis aromáticos de 
compostos com alto potencial redox (SUN et al., 2016).

Para todos os testes com 24h de ensaio em Erlenmeyers observou-se 
intumescimento das esferas, algumas romperam-se e aumentaram a turbidez do meio, 
impossibilitando a análise da descoloração por medida de absorbância. Nishad et al. 
(2017) apontam o tratamento com epicloridrina como causa do intumescimento do suporte. 
Consequentemente foi realizada uma modelagem do processo para prever a descoloração 
após 12 h.

3.5	 Modelagem do processo de descoloração
O modelo matemático com tendência linear ajustado com logaritmo natural. descreve 

o comportamento do teste EIM1.V (Enzima imobilizada + ABTS 9,9 μM) de acordo com 
as condições experimentais utilizadas e simula o possível comportamento após 12 h de 
ensaio (Figura 2). As linhas vermelhas indicam os limites superiores e inferiores com 
95% de confiança. Este modelo desconsidera a turbidez que poderia ocorrer no processo 
devido à quebra das esferas, possibilitando observar a descoloração real do corante. Por 
conseguinte, o modelo prevê que em 36 h de ensaio o valor da absorbância seria menor 
que 0,01, o que corresponde a 99,9% de descoloração. Desta forma observa-se que este 
seria um processo eficiente.
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Figura 2. Modelo matemático com tendência linear ajustado com logaritmo  natural para previsão do 
valor de absorbância após 12 h de ensaio.

3.6	 Descoloração em reator tipo cesto
Devido aos resultados da projeção estatística decidiu-se aumentar a escala para 

um reator tipo cesto.  Observou-se que a descoloração nas primeiras 8 h foi rápida, após 
este período a velocidade de descoloração foi reduzida (Figura 3). No entanto, no tempo 
de 24 h suplementou-se o volume com 15 mL de ABTS (1 mM), levando a um aumento na 
velocidade de descoloração. Em 96 h atingiu-se a descoloração máxima de 90%. Como 
as esferas estavam confinadas, o compartimento limitou a quantidade a ser utilizada. No 
entanto, este confinamento evitou a quebra e intumescimento das esferas, mesmo após 
96 h de ensaio. Os resultados obtidos nesta etapa não alcançaram o valor estimado pelo 
modelo matemático. No entanto, como não houve quebra das esferas o processo foi mais 
eficiente em relação aos testes realizados em frascos Erlenmeyers. 

Figura 3. Ensaio de descoloração do corante Verde Malaquita (45 mg/L) em reator tipo cesto contendo 
a enzima imobilizada em esferas de alginato de cobre tratadas com ECH, com volume inicial de 15 mL 

de ABTS 1 mM. No tempo de 24 h foi feita nova adição de 15 mL de ABTS 1 mM. 
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4 | 	CONCLUSÕES
A produção da enzima lacase por P. ostreatus utilizando casca de arroz suplementada 

com farelo de soja como substrato mostrou-se viável. Já a imobilização da enzima lacase foi 
mais eficiente no suporte funcionalizado com epicloridrina. Nos ensaios de descoloração, 
apenas o mecanismo redox enzima-mediador foi capaz de descolorir o corante Verde 
Malaquita, atingindo um valor máximo de 92%. No entanto, a descoloração do Azure B foi 
majoritariamente por adsorção física ao suporte. O teste realizado em reator proporcionou 
90% de descoloração do Verde Malaquita, evidenciando assim a possibilidade de ampliação 
de escala no tratamento de corantes.
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