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APRESENTACAO

O e-book: “Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria”
€ constituido por nove capitulos de livro que foram organizados em fungéo da tematica
avaliada.

Os capitulos | e Il apresentam a importancia de se analisar as propriedades
terapéuticas e os efeitos biolégicos adversos provenientes das espécies Jatoba-da-mata
(Hymenaea courbaril) e a Camomila-Vulgar (Matricaria recutita) que s&o bastante utilizadas
na medicina popular e na formulagdo de farmacos. A primeira possui propriedades anti-
inflamatéria e antifingica e uso em caso de doencgas respiratérias. Ja a segunda, é utilizada
na formulagdo de cosméticos, aromatizantes e propriedades terapéuticas: tratamento da
insOnia, ansiedade, dispepsia e perturbag¢des estomacais.

O capitulo Il apresenta a excelente iniciativa por parte de professores e alunos
do IFMT campus avancgado de Sinop, que relataram os detalhes da iniciativa de produzir
quase 4100 L de sabonete liquido destinado a atender a demanda de Centro de Referéncia
de Assisténcia Social (CRAS), setores e servigos publicos, grupos comunitarios e a
comunidade interna do IFMT.

Os capitulos de IV a VI procuraram avaliar a eficiéncia de remocéo de poluentes
presentes em diferentes matrizes ambientais, respectivamente, a eficiéncia da enzima
Lacase na captacdo e oxidagdo de corantes em efluentes téxteis, nanoparticulas de
ferro com extrato organico de Azadirachta indica para adsorgdo de mercurio em aguas e
aplicacé@o de catalisadores do tipo Perovskita para conversdo de poluentes atmosféricos.
Os resultados apresentados foram bastante promissores e demandam continuidade das
pesquisas com o intuito de ser aplicado em larga escala.

O capitulo VIl avaliou a sintese e caracterizagdo de nano compésito magnético
funcionalizado com 6xido de zinco na superficie pelo método solvotermal assistido por
micro-ondas (SAM), que apresentaram resultados promissores para tecnologia em estudos
de Otica, catalise e piezoeletricidade. Ja o capitulo VIII procurou avaliar os biomarcadores
como processos bioldégicos que podem ocorrer de forma saudavel e de forma patogena,
podendo desencadear efeitos adversos, entre os quais: obesidade, pré-diabetes e diabetes
mellitus; indicar e associar doengas como esquizofrenia, asma, Alzheimer, fibrose cistica e
diversos tipos de canceres a producéo de alguns gases poluentes e presentes na atmosfera.
Por fim, o capitulo IX investigou as possiveis causas de derramamento de petr6leo em
plataformas localizadas no Golfo do México, apontando as possiveis causas que promovem
o0 derramamento e os efeitos adversos a fauna e até mesmo a satde 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 paises a publicarem seus trabalhos



com garantia de qualidade e exceléncia em forma de livros e capitulos de livros que séo
disponibilizados no site da Editora e em outras plataformas digitais com acesso gratuito.
A associacao destes e outros fatores fazem desta Editora, a maior do Brasil em relagéo a
publicacéo de livros e capitulos de livros resultantes de trabalhos técnicos - cientifico em
todas as areas do conhecimento.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Lacases foram produzidas por
Pleurotus ostreatus em Fermentacdo no
Estado Soélido por 15 dias sobre casca de arroz
suplementado com farelo de soja. Extrato bruto
de lacases foi imobilizada por ligacdo covalente
em alginato de cobre com epicloridrina e
retencdo da atividade de lacase ficou em 38,4%.
Oxidagcdo de verde Malaquita e Azure B foi
ensaiada por lacase imobilizada com mediador
ABTS. Verde Malaquita e Azure B mostraram
diferentes comportamentos dentro da oxidagéo,
ocorrendo absor¢do alta de Azure B sobre a
enzima imobilizada em esferas de alginato de
cobre e enquanto a oxidagcéo de verde Malaquita
foram observadas. Sistema redox ABTS-enzima
alcancou 92% de oxidagdo de verde Malaquita
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CORANTES TEXTEIS

depois de 12h. Processo em aumento de escala
em reator tipo cesto mostrou eficiente processo
de oxidag¢édo de verde Malaquita em 90% dentro
do sistema redox ABTS-enzima em batelada.
PALAVRAS-CHAVE: Lacase. Biorremediacgéo.
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.

11 INTRODUGAO

Industrias téxteis dependem de corantes

e seus efluentes, incluindo ions metalicos

Capitulo 4



pesados que sdo carcinogénicos, causam impactos ambientais severos, principalmente
para o ecossistema aquatico (BAZIN et al., 2012 CHOUDHURY, 2017). Este impacto conduz
a varias investigacdes para reduzir os efeitos severos e muitas técnicas tém sido avaliadas
em suas eficiéncias no processo de degradacdo. Processo por adsorcdo 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 absorgéo foi obtida com
verde Malaquita usando serragem de madeira, alcan¢gando 90% de absorg¢éo.

O sistema usando processos oxidativos de compostos xenobioticos e recalcitrantes
pode ser alcangado com o uso de enzimas oxidativas. Lacase (EC 1.10.3.2) € uma enzima
e tem demonstrado ser versatil neste proposito. Lacases de Trametes sp. LAC-01 e de
Cerrena unicolor GSM-01 foram avaliadas na presenca de ABTS como mediador da enzima
na descoloragéo de azul de Bromotimol e verde Malaquita (LING et al., 2015; WANG et al.,
2017).

Processos industriais com enzimas imobilizadas tém apresentado eficiéncia
com o reuso sem a perda de suas atividades. Métodos de imobilizagdo e condi¢des de
processos tém sido avaliados por muitos pesquisadores (CHAMPAGNE, RAMSAY, 2010).
As descoloragdes de corantes como Azul Brilhante de Rimazol R, Triclosan, Azul Acido 74,
Black Reativo 5 foram avaliados com lacases imobilizadas de Trametes versicolor (LE et al.,
2016; CHAMPAGNE, RAMSAY, 2010; OSMA et al.,2010).

A producéo e purificagdo de enzimas € ainda um processo industrial de alto custo.
Entretanto, o uso de residuos agroindustriais como substrato para fermentacdo em estado
sélido (FES) rende alta producdo de enzimas. Em adigdo, a eliminagdo do processo
“downstream” para sistemas que ndo dependem de enzimas purificadas pode ser uma
excelente alternativa em redugéo de custos. Brasil € um dos maiores produtores agricolas
e fornece uma grande quantidade de biomassa de plantas, tais como bagaco de cana-de-
acucar, palhas e cascas de cereais, farelos de graos que se encontram disponiveis para
este propésito (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 brago espacador. Entdo, testes de
descoloracéo de Azure B e Verde Malaquita foram realizados em pequena e grande escala.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Alginato de s6dio, 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 colec¢ao de cultura da Universidade Federal
do Parana — Brasil. O microrganismo foi cultivado a 30°C em BDA 2% (batata-dextrose-
aguar) por 7 dias, estocado a 4°C e repicado a cada 90 dias.

2.3 Substrato solido

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 agua
por 12h e em seguida filtrada em peneira. Secou-se a CA em estufa a 60 °C até a reducéo
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 propor¢éo de 90:10
(CA:FS). Aumidade do substrato foi ajustada para 65% com agua destilada. Distribui-se 350
g do substrato em sacos de polipropileno de 15 x 25 cm. Introduziu-se um tubo centrifuga
de 15 mL no centro de cada saco para criar o canal de inoculagdo. Os sacos foram vedados
com o auxilio de um anel de PVC, folha de papel manteiga, sobreposta com folha de papel
aluminio de mesma dimenséo e fechado com eléastico de latex. Posteriormente, os sacos
foram esterilizados por 1h a 120° C (duas vezes com intervalo de 24h). Apés resfriamento
dos sacos, em ambiente estéril, retirou-se o tubo de centrifuga e inoculou-se 10 discos-
agar (@ =7 mm) do fungo crescido em placa de Petri. Os sacos, novamente vedados, foram
incubados a 30°C por 8, 15 e 20 dias.

2.4 Extracao da enzima

Com 8, 15 e 20 dias de cultivo, realizou-se a extragcdo enzimética. Foram utilizados
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 20 g de massa seca do substrato cultivado e
homogeneizado acrescido de 150 mL de tampéo citrato-fosfato pH 3,0 a 50 mM. Os frascos
foram fechados com folha de papel aluminio e incubados em shaker sob agitagcéo de 120
rpm a 25°C por 1 hora. Ao término do processo, o extrato foi separado do substrato por
filtragdo em gaze. O extrato bruto foi posteriormente centrifugado a 3000 rpm, 25°C por
10 min. Parte do sobrenadante foi congelado e a outra fragdo foi concentrada de 300 mL
para 160 mL por liofilizagdo durante 14 h. Por fim, os extratos brutos ndo concentrado e
concentrado foram mantidos sob refrigeracao a 4°C.

2.5 Preparo do suporte

O suporte de imobilizagdo da enzima lacase foi preparado a partir de uma solugéao
de 1,25% (m/v) de alginato de sédio em agua destilada, utilizando agitador magnético para
completa solubilizag&o. A solugdo de alginato foi deixada em repouso por 20 min e entéo
gotejada manualmente com seringa sobre uma solugdo de sulfato de cobre (0,2 M) sob
baixa agitagc&o. Utilizou-se uma agulha de 0,45 mm de didametro 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 solugéo de
CuSO0, por filtragéo em papel de filtro e lavadas com agua destilada. Posteriormente foram
armazenadas a 4°C em tampéao citrato-fosfato pH 3,0 a 50 mM (THAKUR et al., 2015).

2.6 Imobilizacao por aprisionamento

Para a imobilizagdo por aprisionamento foi repetido o processo do item 2.5. No
entanto, antes do gotejamento foi adicionado a solugédo de alginato de sodio o extrato bruto
da enzima. As esferas foram submetidas a andlise de atividade enzimatica (item 2.9) e
determinagéo do rendimento de imobilizagédo (item 2.10). Estas analises foram repetidas
para os proximos procedimentos de imobilizagao.

2.7 Imobilizacao por adsorcao

Para a imobilizagcdo por adsorcéo as esferas preparadas de acordo com o item 2.5
foram lavadas. Retirou-se 0 excesso de agua com papel absorvente. Posteriormente as
esferas foram imersas no extrato bruto enzimético por 12 h sob refrigeracao (4°C).

2.8 Imobilizacao por ligacao covalente

As esferas utilizadas na imobilizagéo covalente foram preparadas conforme o item
2.5. Posteriormente tratou-se as esferas com epicloridrina (ECH). A solugdo de ECH foi
preparada a 1,5% (v/v) por diluicdo em agua destilada. Em capela de exaustédo imergiu-se
as esferas na solugéo de epicloridrina, na proporg¢éo 1:10 (m/v) por 1 h. Posteriormente, as
esferas ativadas foram lavadas trés vezes com agua destilada e armazenadas em tampéao
citrato fosfato 50 mM (pH 3,0) sob refrigeracdo a 4°C. Para a imobilizagéo, removeu-se o
excesso de tampéo das esferas com papel absorvente, em seguida estas foram imersas no

extrato concentrado sob refrigeracéo por 12 h.

2.9 Determinacao da atividade enzimatica da lacase livre e imobilizada

O ABTS (&cido-2,2’-azinobis-3-benzotiazolina-sulfénico) foi utilizado para determinar
a atividade da enzima lacase livre e imobilizada. Para a enzima livre, a mistura reacional
consistiu-se de 400 pL de tampéo citrato fosfato 50 mM (pH 3,0), 100 pL de ABTS
(€,,,=36.000 M".cm™) 1,0 mM e 500 UL de extrato enzimatico bruto (NilKU-PAAVOLA et
al., 1988).

Os ensaios com a enzima imobilizada no suporte foram realizados em béquer
contendo 9 mL de tampéo citrato fosfato 50 mM (pH 3,0), 1 mLde ABTS 1,0 mM e 1,03 g de
massa das esferas de alginato de cobre com a enzima imobilizada. A reagéo foi conduzida
sob agitacdo suave durante 30 min, com coleta das amostras a cada 1 minuto para
leitura espectrofotométrica. Em ambos os testes, a oxidagcdo do ABTS foi acompanhada
em espectrofotémetro a 420 nm. Todos os ensaios enzimaticos foram realizados a 25 °C.
Definiu-se uma unidade (Ul) como a oxidagéo de 1 umol de ABTS por min. A atividade da
enzima imobilizada foi definida como Ul por grama de suporte (Ul/g).
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2.10 Determinacao do rendimento de imobilizacao

O rendimento de imobilizagé@o foi calculado a partir da relagéo entre a atividade
enzimatica do extrato bruto concentrado e a atividade enzimatica deste apés 14 h de
imersdo das esferas de alginato de cobre (Eq. A.1).

n (%) = [(U,-U)/U 100 Eq. (A.1)

Onde:

n (%) = rendimento de imobilizacdo

U, = Atividade enzimatica do extrato antes da imobilizagéo

U, = Atividade enzimética do extrato apds imobilizagéo

2.11 Descoloracao de corantes

Os ensaios de descoloragéo foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL
tampados com folha de aluminio contendo 10 mL de solugdo 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 tampé&o citrato fosfato 50 mM (pH3,0). O excesso de tampéo das
esferas foi removido com papel absorvente antes de cada teste. Realizou-se os ensaios de
descolorag@o com os corantes na concentragao de 10 e 15 mg/L em agua destilada, para o
Azure B e o Verde Malaquita, respectivamente. O processo de descoloracéo foi conduzido
a 25°C sob agitagcdo de 50 rpm por 12 h. Foi realizada leitura espectrofotométrica em
cubeta de acrilico a cada 2 h e o volume analisado foi devolvido. Utilizou-se agua destilada
como branco das amostras. Para analise da influéncia do mediador ABTS na descoloragéo,
foram preparadas solu¢des de corantes contendo 9,9 uM e 14,8 uM de ABTS.

Na descoloracdo 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 uM de
ABTS (Enzima imobilizada com mediador 1 (EIM1.A/EIM1.V)) e enzima imobilizada com
14,8 uM de ABTS (Enzima imobilizada com mediador 2 (EIM2.A/EIM2.V).

Para analise do processo de descoloragdo foi determinado o comprimento de onda
de méaxima absorbancia de cada corante pela varredura do espectro UV-VIS de 300 a 700
nm. Obteve-se os valores maximos em 620 nm para o Verde Malaquita e 650 nm para o
Azure B, sendo estes valores utilizados para a determinagéo da concentragdo dos corantes
durante a descoloracéo.

Ao final dos ensaios, as esferas foram coletadas e lavadas com agua destilada. Foi
realizada nova atividade enzimatica para determinacéo da atividade residual das enzimas
imobilizadas.
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2.12 Porcentagem de descoloracao

Determinou-se a percentagem de descoloragdo dos corantes utilizando a equagéo
(Eq. A.2)

D (%)= [(A,-A)/A_]*100 Eqg. (A.2)

Onde:

D (%) = Porcentagem de descoloragao

A, = Absorbancia do corante no tempo zero

A, = Absorbancia lida nos tempos de ensaio

2.13 Descoloracao em reator tipo cesto

Reator tipo cesto encamisado com volume de 2 L foi utilizado para o ensaio de
descoloragéo. Utilizou-se 1 L de solugdo do corante Verde Malaquita (45 mg/L), 24 g de
enzima imobilizada covalentemente (aprisionadas em cesto) € 15 mL de ABTS (1,0 mM).
Apds 24 h de reacao, adicionou-se mais 15 mL de ABTS 1,0 mM. O processo foi conduzido
a 25°C sob agitacdo magnética. Foram realizadas leituras da absorbancia 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 apés leitura

espectrofotométrica.

2.14 Analise estatistica

Foi aplicada a Analise de Variancia (ANOVA) mediante o uso do software estatistico
R v3.4.4. Por meio do procedimento de Tukey, identificou-se dois grupos homogéneos,
posteriormente foi feita uma comparacdo de médias para determinar quais testes eram
diferentes entre si. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

2.15 Modelagem do experimento

Apoés a identificagdo dos grupos homogéneos, selecionou-se o teste que possuia
a maior eficiéncia de descoloragdo. Foi analisada a interagdo das variaveis tempo e
absorbancia ap6s as 12 h de ensaio mediante o uso do software estatistico Statgraphics
Centurion XVLII. Foi considerado um modelo linear com ajuste de logaritmo natural.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéao enzimatica

A utilizagdo de subprodutos agroindustriais, além de ser sustentavel, possibilita a
reducdo 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
producéo 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 alcangada a maior atividade enzimatica de 3,1 £ 0,3
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Ul/g. Tempos mais curtos ou mais longos de cultivo resultaram em menores atividades de
2,0+0,1Ul/ge 2,8 +0,2 Ul/gaos 8 e 20 dias, respectivamente. Das et al. (2016) reportaram
que a lacase produzida pelo fungo P. ostreatus MTCC 142 alcancgou atividade de 0,35 +
0,02 Ul/g utilizando como substrato palha de arroz e casca de milho na proporg¢édo 1:1.
Estes autores reportam que pode ocorrer variagdes na producdo da enzima dependendo
do substrato e suplementagéo utilizados. Além disso, Bettin et al. (2009) reportam que

fontes de nitrogénio sdo indutores na produgéo da enzima lacase.

3.2 Escolha do suporte

Como ja relatado por Teerapatsakul et al. (2008), o uso de agentes cross-linking
como CaCl,, CuSO, e AICI, aumentam a estabilidade da enzima. Além disso, Palmieri
et al. (1994) reportaram que no caso da lacase, por ser uma cuproproteina, o uso do
sulfato de cobre atua tanto na estabilizagdo da enzima devido aos ions cobre, quanto na
solidificagéo do suporte. Deste modo, o presente trabalho optou pelo uso de CuSO, como
agente solidificador do alginato, as esferas produzidas possuiram 3 mm de didmetro e
apresentaram um formato regular e aspecto rugoso.

3.3 Técnicas de imobilizacao para a Lacase

Foi avaliada a técnica de imobilizacdo por aprisionamento, porém a enzima
imobilizada ndo apresentou atividade. Teerapatsakul et al. (2008) utilizando metodologia
similar em um processo automatizado obteve éxito na imobilizagdo da enzima lacase ativa.
O longo periodo requerido para a imobilizagdo manual no presente trabalho pode ter levado
a desnaturagéo da enzima.

Podemos observar as diferencas entre duas técnicas de imobilizagéo: Adsorgao fisica
e Ligacéo covalente (Tabela 1). A imobilizacao por adsor¢céo apresentou alto rendimento de
imobilizagédo e atividade de 31,63 Ul/g. No entanto, mesmo ap0s a retirada do suporte, 0
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 imobilizacdo da lacase em alginato de
cobre, Palmieri et al. (1994) ndo observaram a oxidagdo do substrato apds retirada das
esferas. A ideia da imobilizagéo é a recuperagdo das enzimas para sua utilizagdo em uma
nova reagéo, no entanto se o desprendimento enzimatico € alto no primeiro uso, grande
parte das enzimas nédo sera recuperada.
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Técnica de Extrato Atividade Desprendimento  Rendimento da

imobilizacao enzimatico bruto de lacase da enzima do imobilizacao
imobilizada suporte (%)
(UVg)*
Adsorgao fisica Néo liofilizado 31,63 Alto 73,06
Ligacao covalente Liofilizado 52,91 Baixo 38,24
(ECH)

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

Optou-se por testar a imobilizagdo por ligagdo covalente utilizando ECH como
funcionalizador do suporte. Segundo Nishad et al. (2017), quanto maior a concentracéo
de epicloridrina utilizada na funcionalizagdo do suporte, mais grupos epoxidos serdo
adicionados a superficie das esferas e maior sera o rendimento da imobilizagdo. Na
pesquisa de Bayramoglu et al. (2010) utilizaram concentracéo de 2% de ECH para imobilizar
a enzima lacase em esferas de quitosana. No entanto, lype et al. (2017) afirmam que a
epicloridrina pode afetar a atividade enzimética. Dessa forma, o presente trabalho optou
por utilizar a concentracao de 1,5%. O rendimento de imobilizacédo foi menor em relagéo
a técnica de adsorgao fisica. No entanto, o desprendimento de lacase foi baixo. Portanto,
a técnica de imobilizagcdo por ligagdo covalente foi utilizada nas proximas etapas deste
trabalho.

Foram realizados trés testes de atividade enzimatica consecutivos para avaliar a
viabilidade de reutilizagdo do suporte. Ap6s cada ensaio, as esferas foram lavadas com
agua destilada e depois utilizadas no teste seguinte. Os valores obtidos para os ensaios
foram 41,8, 25,2 e 21,1 Ul/g, respectivamente. Observa-se uma redugao de 40% entres os
ensaios, na repeticdo, 1 e 2 na avaliacédo de reutilizagdo das esferas de alginato de cobre
recoberta com ECH imobilizadas com lacase de P. ostreatus. No entanto, entre o ensaio 2
e 3 esta diferenca foi de 16%.

3.4 Teste de descoloracédo de 12 h

A utilizacdo do suporte de alginato de cobre sem a presenca de enzima, a
descoloragdo maxima atingida para o verde Malaquita foi de 23% alcangada em apenas
2 h e apéds este tempo, o valor se manteve constante (Figura 1). O suporte funcionalizado
com epicloridrina apresentou o mesmo comportamento, mas atingiu 40% de descoloragéo.
A utilizagé@o da enzima imobilizada levou a uma descolora¢do de apenas 29%, também em
2 h, se mantendo constante até o fim da analise. Na presenga do mediador ABTS em duas
diferentes concentragées (9,9 uM e 14,8 uM) foi observado um aumento significativo na
descoloragdo, chegando a 92% para ambos. Assim, verifica-se que a enzima imobilizada
na presenca de ABTS (9,9 puM) foi responsavel pela descoloracdo de 52% do verde
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Malaquita, sendo observado 40% de adsor¢do no suporte. Das et al. (2016) obtiveram
uma descoloragdo de 37% do corante Vermelho Congo ao utilizar lacase (produzida por
P. ostreatus) de forma livre. Ling et al. (2015) alcangaram uma descoloragdo do verde
Malaquita de 70% em 12 h utilizando a lacase também de forma livre (produzida por
Trametes sanguinea). Teerapatsakul et al. (2017) constataram descoloracdo maxima
de 82% para verde Malaquita de 100% para o corante indigo Carmine utilizando lacase
(produzida por Ganoderma sp.) imobilizada em alginato de cobre.

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

No entanto, ao contrario do que se observou neste trabalho, pesquisadores relatam
que néo houve adsorg¢ao significativa do corante nas esferas. Para o corante Azure B obteve-
se a maior descoloracdo de 80% para a esfera tratada com ECH sem enzimas. A enzima
imobilizada apresentou uma descoloracéo similar de 79%. Na presenca do mediador ABTS,
a descoloracao foi ligeiramente reduzida pra 76%. Apdés 4 h de ensaio a descoloragéo
permaneceu praticamente constante para todos os ensaios sem a presenca de ABTS. Ling
et al. (2015) utilizaram lacase de forma livre e constataram 0% de descoloracdo do Azure
B em 4h. No tempo de 24h foram alcangadas descoloragédo de 8%. Segundo Claus et al.
(2002), maior parte das lacases, mesmo estando ativas, ndo degradam o Azure B devido
a estrutura deste corante. Arantes e Milagres (2007) também reportaram a ineficiéncia da
lacase na descoloragdo do Azure B. Porém, quando realizaram um tratamento com outras
enzimas na presenca de Fe*® e H,O, seguido pelo uso da lacase, esta degradou 40% do
corante. Deste modo, observa-se que lacases produzidas por diferentes tipos de fungos
nao séo eficientes na descoloragdo do Azure B quando utilizadas de forma isolada.

Enzima mais provavel na degradagcéo oxidativa de Azure B é lignina peroxidase
produzida por Phanerochaete chrysosporium em meio de cultivo sintético em condi¢des
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limitadas de nitrogénio (ARCHIBALD, 1992). Pesquisa realizada por Silva et al. (2008)
verificou que extrato de cultivo de fungo em substrato de madeira ndo é capaz de oxidar
Azure B e nem mesmo alcool veratrilico. Provavelmente deve existir uma inibicdo enzimatica
ou a enzima né&o é produzida nessa condig&o de cultivo. O alto teor de ions potéssio, célcio,
ferro e manganés presentes no residuo de eucalipto e dos farelos de cereais podem ter
causado essa inibicdo (SILVA et al., 2008).

Andlise estatistica do processo foi realizada utilizando diagrama de caixas. As
médias da absorbancia dos testes EIM1.V e EIM2.V (Enzima imobilizada + ABTS 9,9 uM
e Enzima imobilizada + ABTS 14,8 uM, respectivamente) estéo localizadas abaixo de 0,6.
Além disso, 75% dos valores destes ensaios sédo menores que o valor minimo dos testes BV,
BEV e EI.V. As maiores eficiéncias de descoloragéo, obtidas nos testes EIM1.V e EIM2.V,
podem ser explicadas devido a presenca do mediador ABTS. Desta forma, ressalta-se a
formacgédo de dois grupos homogéneos, o primeiro grupo, constituido por BV, BEV e EIL.V
e o0 segundo por EIM1.V e EIM2.V. Neste ensaio a faixa média de a¢do do primeiro grupo
foi 30%, enquanto do segundo foi 92%. Isto permite observar a velocidade de reacéo e a
eficiéncia da descoloracdo do segundo grupo em relagéo ao primeiro. Balan et al. (2012)
constatou que a presenca do mediador HBT aumentou a descoloracéo do Verde Malaquita,
obtendo um valor maximo de 96%. Desta forma, observa-se que o uso de mediadores
como ABTS e HBT intensificam a capacidade da lacase em atacar os anéis aromaticos 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 analise da descoloragdo por medida de absorbancia. 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 descoloragéo
apos 12 h.

3.5 Modelagem do processo de descoloracao

O modelo matematico com tendéncia linear ajustado com logaritmo natural. descreve
o comportamento do teste EIM1.V (Enzima imobilizada + ABTS 9,9 uM) de acordo com
as condigbes experimentais utilizadas e simula o possivel comportamento apés 12 h de
ensaio (Figura 2). As linhas vermelhas indicam os limites superiores e inferiores com
95% de confianca. Este modelo desconsidera a turbidez que poderia ocorrer no processo
devido a quebra das esferas, possibilitando observar a descoloracao real do corante. Por
conseguinte, o modelo prevé que em 36 h de ensaio o valor da absorbancia seria menor
que 0,01, o que corresponde a 99,9% de descoloracédo. Desta forma observa-se que este
seria um processo eficiente.
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Figura 2. Modelo matematico com tendéncia linear ajustado com logaritmo natural para previsao do
valor de absorbancia ap6s 12 h de ensaio.

3.6 Descoloracao em reator tipo cesto

Devido aos resultados da projecdo estatistica decidiu-se aumentar a escala para
um reator tipo cesto. Observou-se que a descoloragédo nas primeiras 8 h foi rapida, apos
este periodo a velocidade de descoloracao 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 descoloracdo. Em 96 h atingiu-se a descoloragdo maxima 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 apés
96 h de ensaio. Os resultados obtidos nesta etapa ndo alcangaram o valor estimado pelo
modelo matematico. No entanto, como néo houve quebra das esferas o processo foi mais
eficiente em relacéo aos testes realizados em frascos Erlenmeyers.

Figura 3. Ensaio de descoloragao 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 adi¢géo de 15 mL de ABTS 1 mM.
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41 CONCLUSOES

Aproducéo da enzima lacase por P. ostreatus utilizando casca de arroz suplementada
com farelo de soja como substrato mostrou-se viavel. Ja a imobilizacao da enzima lacase foi
mais eficiente no suporte funcionalizado com epicloridrina. Nos ensaios de descoloracéo,
apenas o mecanismo redox enzima-mediador foi capaz de descolorir o corante Verde
Malaquita, atingindo um valor méximo de 92%. No entanto, a descoloragéo do Azure B foi
majoritariamente por adsorcao fisica ao suporte. O teste realizado em reator proporcionou
90% de descoloracédo do Verde Malaquita, evidenciando assim a possibilidade de ampliagédo
de escala no tratamento de corantes.

REFERENCIAS

ARANTES, V., MILAGRES, A.M.F., 2007. The synergistic action of ligninolytic enzymes (MnP and
Laccase) and Fe3+-reducing activity from white-rot fungi for degradation of Azure B. Enzyme
Microb. Technol. 42, 17-22. https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2007.07.017

BALAN, K., SATHISHKUMAR, P., PALVANNAN, T., 2012. Decolorization of malachite green by
laccase: Optimization by response surface methodology. J. Taiwan Inst. Chem. Eng. 43, 776-782.
https://doi.org/10.1016/j.jtice.2012.04.005

ARCHIBALD, F. S. A New assay for lignin-type peroxidases employing the dye azure B. Applied
environmental microbiology, v.58, p.3110-3116, 1992.

BAYRAYAMOGLU, G., YILMAZ, M., ARICA, M.Y., 2010. Preparation and characterization of epoxy-
functionalized magnetic chitosan beads: Laccase immobilized for degradation of reactive dyes.
Bioprocess Biosyst. Eng. 33, 439-448hONttps://doi.org/10.1007/s00449-009-0345-6

BAZINazin, I., IBN HADJ FASSINE, A., HAJ HAMOUDA, Y., MNIF, W., BARTEGI, A., LOPEZ-
FEBER, M., DE WAARD, M., GONZALES, C., 2012. Estrogenic and anti-estrogenic activity
of 23 commercial textile dyes. Ecotoxicol. Environ. Saf. 85, 131-136. https://doi.org/10.1016/j.
ecoenv.2012.08.003

BETTIN, F., MONTANARI, Q., CALLONI, R., GAIO, T.A,, SILVEIRA, M.M., DILLON, A.J.P., 2009.
Production of laccases in submerged process by Pleurotus sajor-caju PS-2001 in relation to
carbon and organic nitrogen sources, antifoams and Tween 80. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 36,
1-9. https://doi.org/10.1007/s10295-008-0463-1

CANILHLA, L., CHANDEL, A.K., SUZANE, T., ANTUNES, F.A.F, Freitas, W.L.C. , FELIPE, M.G.A.,

Da Silva, S.S., 2012. Bioconversion of sugarcane biomass into ethanol: An overview about
composition, pretreatment methods, detoxification of hydrolysates, enzymatic saccharification,
and ethanol fermentation. J. Biomed. Biotechnol. 2012, 16. https://doi.org/10.1155/2012/989572

CHAMPAGNE, P.P., RAMSAY, J.A., 2010. Dye decolorization and detoxification by laccase
immobilized on porous glass beads. Bioresour. Technol. 101, 2230—2235. https://doi.org/10.1016/].
biortech.2009.11.066

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria Capitulo 4 m



CHOUDHURY, A.K.R., 2017. Sustainable chemical technologies for textile production, in:
Subramanian Senthilkannan Muthu (Ed.), The Textile Institute Book Series Sustainable Fibres and
Textiles. Elsevier Inc., pp. 267-322. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/B978-0-08-102041-8.00010-X

CLAUS, H., Faber, G., Konig, H., 2002. Redox-mediated decolorization of synthetic dyes by fungal
laccases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 59, 672—678. https://doi.org/10.1007/s00253-002-1047-z

DAS, A., BHATTACHARYA, S., PANCHANAN, G., NAVYA, B.S., NAMBIAR, P., 2016. Production,
characterization and Congo red dye decolourizing efficiency of a laccase from Pleurotus
ostreatus MTCC 142 cultivated on co-substrates of paddy straw and corn husk. J. Genet. Eng.
Biotechnol. 14, 281-288. https://doi.org/10.1016/j.jgeb.2016.09.007

HOSSAIN, L., SARKER, S.K., KHAN, M.S., 2018. Evaluation of present and future wastewater
impacts of textile dyeing industries in Bangladesh. Environ. Dev. https://doi.org/10.1016/j.
envdev.2018.03.005

IYPE, T., THOMAS, J., MOHAN, S., JOHNSON, K.K., GEORGE, L.E., AMBATTU, L.A., BHATI,
A., AILSWORTH, K., MENON, B., RAYABANDLA, S.M., JESUDASAN, R.A., SANTHOSH, S.,
RAMCHAND, C.N., 2017. A novel method for immobilization of proteins via entrapment of
magnetic nanoparticles through epoxy cross-linking. Anal. Biochem. 519, 42-50. https://doi.
org/10.1016/j.ab.2016.12.007

LE, T.T., MURUGESAN, K., LEE, C.S., VU, C.H., CHANG, Y.S., JEON, J.R., 2016. Degradation
of synthetic pollutants in real wastewater using laccase encapsulated in core-shell
magnetic copper alginate beads. Bioresour. Technol. 216, 203—-210. https://doi.org/10.1016/j.
biortech.2016.05.077

LING, Z.R., WANG, S.S., ZHU, M.J,, NING, Y.J., WANG, S.N,, LI, B., YANG, A.Z., ZHANG, G.Q.,
ZHAO, X.M., 2015. An extracellular laccase with potent dye decolorizing ability from white
rot fungus Trametes sp. LAC-01. Int. J. Biol. Macromol. 81, 785-793. https://doi.org/10.1016/j.
ijpiomac.2015.09.011

NEETHU, C.S., MUJEEB RAHIMAN, K.M., ROSMINE, E., SARAMMA, A. V., MOHAMED HATHA, A.A.,
2015. Utilization of agro-industrial wastes for the production of lipase from Stenotrophomonas
maltophilia isolated from Arctic and optimization of physical parameters. Biocatal. Agric.
Biotechnol. 4, 703—709. https://doi.org/10.1016/j.bcab.2015.09.002

NIKU-PAAVOLA, M.L., KARHUNEN, E., SALOLA, P., RAUNIO, V., 1988. Ligninolytic enzymes of the
white-rot fungus Phlebia radiata. Biochem. J. 254, 877-883. https://doi.org/10.1042/bj2540877

NISHAD, P.A., BHASKARAPILLAI, A., VELMURUGAN, S., 2017. Enhancing the antimony sorption
properties of nano titania-chitosan beads using epichlorohydrin as the crosslinker. J. Hazard.
Mater. 334, 160—167. https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2017.04.009

OSMA, J.F., TOCA-HERRERA, J.L., RODRIGUEZ-COUTO, S., 2010. Biodegradation of a simulated
textile effluent by immobilised-coated laccase in laboratory-scale reactors. Appl. Catal. A Gen.
373, 147-153. https://doi.org/10.1016/j.apcata.2009.11.009

PALMIERI, G., GIARDINA, P., DESIDERIO, B., MARZULLO, L., GIAMBERINI, M., SANNIA, G., 1994. A
new enzyme immobilization procedure using copper alginate gel: Application to a fungal phenol
oxidase. Enzyme Microb. Technol. 16, 151—-158. https://doi.org/10.1016/0141-0229(94)90078-7

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria Capitulo 4 m



PANESAR, P.S., KAUR, R., SINGLA, G., SANGWAN, R.S., 2016. Bio-processing of Agro-industrial
Wastes for Production of Food-grade Enzymes: Progress and Prospects. Appl. Food Biotechnol. 3,
208-227. https://doi.org/10.22037/afb.v3i4.13458

RANGABHASIYAM, S., LATA, S., BALASUBRAMANIAN, P., 2018. Biosorption characteristics of
methylene blue and malachite green from simulated wastewater onto Carica papaya wood
biosorbent. Surfaces and Interfaces 10, 197-215. https://doi.org/10.1016/j.surfin.2017.09.011

SILVA, E. M., MARTINS, S.F., MILAGRES, A.M.F. 2008. Extraction of manganese peroxidase
produced by Lentinula edodes. Bioresouce Technology, v.99, 2471-2479

SUN, H., HUANG, W., YANG, H., ZHANG, S., 2016. Co-immobilization of laccase and mediator
through a self-initiated one-pot process for enhanced conversion of malachite green. J. Colloid
Interface Sci. 471, 20—-28. https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.03.009

TEERAPATSAKUL, C., BUCKE, C., PARRA, R., KESHAVARZ, T., CHITRADON, L., 2008. Dye
decolorisation by laccase entrapped in copper alginate. World J. Microbiol. Biotechnol. 24, 1367—
1374. https://doi.org/10.1007/s11274-007-9617-y

TEERAPATSAKUL, C., PARRA, R., KESHAVARZ, T., CHITRADON, L., 2017. Repeated batch for
dye degradation in an airlift bioreactor by laccase entrapped in copper alginate. Int. Biodeterior.
Biodegrad. 120, 52-57. https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2017.02.001

THAKUR, V., KUMAR, P., VERMA, A., CHAND, D., 2015. Decolorization of dye by alginate
immobilized laccase from Cercospora SPF-6: Using compact 5 stage plug flow reactor. Int.J.Curr.
Microbiol.App.Sci 4, 183-200.

WANG, S.S., NING, Y.J., WANG, S.N., ZHANG, J., ZHANG, G.Q., CHEN, Q.J., 2017. Purification,
characterization, and cloning of an extracellular laccase with potent dye decolorizing ability
from white rot fungus Cerrena unicolor GSM-01. Int. J. Biol. Macromol. 95, 920-927. https://doi.
org/10.1016/j.ijpiomac.2016.10.079

WONG, S., YAC'COB, N.A.N., NGADI, N., HASSAN, O., INUWA, |.M., 2017. From pollutant to
solution of wastewater pollution: Synthesis of activated carbon from textile sludge for dye
adsorption. Chinese J. Chem. Eng. https://doi.org/10.1016/j.cjche.2017.07.015

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria Capitulo 4 “



iNDICE REMISSIVO

A

Agentes quimicos 13
Analgésico 4

Ansiedade 6,7, 9
Antiasmaticos 4

Antifungica 1, 2
Anti-inflamatério 4, 8, 9
Antimicrobiano 4
Antioxidantes 4, 9
Aromatizantes 6

Azul Acido 74 22

Azul Brilhante de Rimazol 22
Azul de Bromotimol 22

Azul de Metileno 22

Azure B 21, 22, 25, 29, 30, 32

B

Band gap 75

Bioacumulaciéon 36

Biomarcadores 82, 83, 84, 85, 86, 87, 92, 93, 94
Black Reativo 5 22

C

Camomila 6,7, 8,9, 10

Casca de arroz 21, 22, 23, 26, 32, 74, 76, 77

Catalisador 61, 65, 66, 67, 70, 71, 72

Cicatrizante 4

Cloruro 35, 44, 46, 51

Combustédo 61, 62, 63, 64, 66, 67, 69, 70, 72

Companhia de Tecnologia e Saneamento Basico - CETESB 61
Compostos fendlicos 4, 9

Compostos Orgéanicos Volateis - COVs 62, 85

Compostos xenobibticos 22

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria indice Remissivo




Contaminantes 35, 56, 106
Corantes téxteis 21
Coronavirus 12, 13, 14, 19, 20
Covid-19 12,14, 19

D

Difratogramas de Raios-X - DRX 63

E

Ecossistema aquatico 22

Efeitos biolégicos 1, 6

Efluentes 21, 106

Enzima 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32
Estrutura perovskita 62

F

Farmacos 3

Flavonoides 4, 8, 9

Fotoacustica 82, 83, 84, 89, 90, 91, 92, 93, 96

H

Hierro 35, 38, 39, 40, 41, 43, 44, 45, 46, 48, 49, 50, 56, 57, 58, 59, 60
Higiene 12, 13, 14, 20

Hymenaea courbaril 1,2, 4,5

|

Insénia 6, 7
L

Lacase 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 32
M

Materiais particulados 61
Matricaria recutita 6, 7, 8, 9, 10
Meio ambiente 10, 62, 72, 73
Microbiota 13, 87

Micro-ondas 74, 75, 76, 79

N

Nanocompositos 79

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria indice Remissivo m



Nanoparticulas 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 79

(o)

Organizagéo Mundial de Saude - OMS 2, 7, 84, 96
Oxidagéo 21, 24, 27

P

Patogénicos 82, 83

Plantas medicinais 1, 2,5, 7, 10
Poluentes 61, 62, 72, 76, 86
Poluicdo atmosférica 61
Processos oxidativos 22, 106
Produto artesanal 16

Propriedades terapéuticas 1, 6, 8

R

Remédios 4

Residuos agroindustriais 22

S

Sabdo 11, 12,13, 14,19

Sabonete 11,12, 13, 14, 15, 16, 18, 19
Saude humana 62, 72
Semicondutores 75, 91

Solvoterma 74, 76
Superparamagnético 74, 79

\'

Verde Malaquita 21, 22, 25, 26, 29, 30, 31, 32

Quimica: Desvendando propriedades e comportamentos da matéria indice Remissivo m











