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RESUMO

MODKOVSKI, T. A. Adsorcao e biodegradacido de corantes de efluente téxtil utilizando
particulas magnéticas e lacase. 2020. 95 f. Dissertacdo de mestrado (Programa de Pos-
graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Curitiba, 2020.

Os corantes fazem parte de um grupo importante de contaminantes organicos € causam
impactos aos ambientes aquaticos e aos humanos, quando descartados em efluentes sem o
devido tratamento. A combinagao de métodos fisico quimicos com bioldgicos para o tratamento
de efluentes téxteis, tem surgido como uma alternativa promissora. Dentre os métodos de
tratamento bioldgicos, a biodegradacao utilizando enzimas lacase imobilizadas em suportes
magnéticos ¢ considerada uma alternativa ambientalmente correta, sem a geracao de lodo e que
tem demonstrado eficiéncia. Particulas magnéticas de 6xido de ferro apresentam vantagens na
imobilizagcdo enzimatica, como baixos custos de sintese, facil separagdo, baixa toxicidade e
compatibilidade com biomateriais. Além disso, particulas magnéticas tém sido relatadas como
materiais utilizados na adsor¢do de diferentes poluentes, dentre eles os corantes. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a adsor¢cdo de corantes téxteis em
particulas magnéticas (PMag) e comparar com o processo simultineo de adsor¢ido e
biodegradacdo dos corantes apos a imobilizacdo das enzimas lacase nas particulas magnéticas
(Lac-PMag). Para tanto, as enzimas lacase foram produzidas comparando a produgdo a partir
de fungos da podridao branca e as PMag de 6xido de ferro foram sintetizadas pelo método de
aquecimento e irradiacdo em micro-ondas. Inicialmente, as PMag foram testadas quanto a
capacidade de adsor¢ao dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172. Apbs, a imobilizagao das
enzimas lacase de Trametes villosa foi realizada pela funcionalizagdo das particulas utilizando
APTES ((3-aminopropil)trietoxisilano) e glutaraldeido Os resultados demonstraram capacidade
de adsorcdo das PMag para ambos os corantes, com mais de 95 % de eficiéncia de remog¢ao
quando foram utilizadas as menores concentragdes de corantes. Além disso, a capacidade de
remocao dos corantes se manteve em 6 ciclos consecutivos de adsorcdo e dessor¢dao. A
imobilizacao das enzimas lacase apresentou rendimento de imobilizagao igual a 99,85 + 0,18
% e atividade recuperada de 46,18 £ 0,2 %. No processo simultdneo de adsorcdo e
biodegradacdo dos corantes, as Lac-PMag apresentaram o dobro de eficiéncia de remog¢ado nas
concentragdes mais altas dos corantes, quando comparadas com as PMag. A capacidade de
remogio dos corantes pelas Lac-PMag foi de 52,72 = 1,23 ¢ 57,47 = 2,38 mg g'!, para o Acid
Blue 277 e o Acid Black 172, respectivamente. Dessa forma, os resultados obtidos apresentaram
alternativas promissoras para o tratamento de efluentes téxteis. As PMag sintetizadas
demonstram eficiéncia na adsor¢do dos corantes téxteis Acid Blue 277 e Acid Black 172. J& as
Lac-PMag demonstraram eficiéncia no processo simultaneo de adsorc¢do e biodegradacdo em
altas concentracdes dos corantes, utilizando uma baixa quantidade de enzimas lacase no
processo de imobilizacdo, o que torna essa tecnologia ainda mais eficiente e econdmica.

PALAVRAS CHAVE: Tratamento de efluentes. Corantes acidos. Imobilizagdo enzimatica.
Biorremediacao.



ABSTRACT

MODKOVSKI, T. A. Adsorption and biodegradation of textile effluent dyes using
magnetic particles and laccase. 2020. 95 p. Master Thesis (Master in Environmental Science
and Technology) — Federal University of Technology - Parand. Curitiba, 2020.

Dyes are part of an important group of organic contaminants and cause impacts on aquatic
environments and humans, when disposed of in effluents without proper treatment. The
combination of physical chemical and biological methods to treat textile effluents, has emerged
as a promising alternative. Among the biological treatment methods, biodegradation using
laccase enzymes immobilized on magnetic supports is considered an environmentally friendly
alternative, without sludge generation and which has shown efficiency. Magnetic iron oxide
particles have advantages in enzymatic immobilization, such as low synthesis costs, easy
separation, low toxicity and compatibility with biomaterials. In addition, magnetic particles
have been reported as materials used in the adsorption of different pollutants, including dyes.
In this context, the present work aimed to evaluate the adsorption of textile dyes on magnetic
particles (PMag) and compare with the simultaneous process of adsorption and biodegradation
of dyes after the immobilization of laccase enzymes in the magnetic particles (Lac-PMag). For
this purpose, the laccase enzymes were produced by comparing the production from white rot
fungi and the iron oxide PMag were synthesized by the microwave heating and irradiation
method. First, PMag were tested for the adsorption capacity of Acid Blue 277 and Acid Black
172 dyes. Afterwards, the laccase enzymes of Trametes villosa were immobilized by the
functionalization of particles using APTES ((3-aminopropyl) triethoxysilane) and
glutaraldehyde. The results showed PMag adsorption capacity for both dyes, with more than
95% removal efficiency when the lowest dye concentrations were used. In addition, the dye
removal capacity was maintained in 6 consecutive adsorption and desorption cycles. The
immobilization of laccase enzymes showed immobilization yield equal to 99.85 + 0.18% and
recovered activity of 46.18 = 0.2%. In the simultaneous process of adsorption and
biodegradation of dyes, the Lac-PMag showed twice of removal efficiency at the highest
concentrations of dyes, compared with PMag. The Lac-PMag dyes removal capacity was 52.72
+1.23 and 57.47 £2.38 mg ¢!, for Acid Blue 277 and Acid Black 172, respectively. Thus, the
results obtained presented promising alternatives for textile effluents treatment. The
synthesized PMag demonstrate efficiency in the adsorption of the textile dyes Acid Blue 277
and Acid Black 172. The Lac-PMag demonstrated efficiency in the simultaneous process of
adsorption and biodegradation in high concentrations of dyes, using a low amount of laccase
enzymes in immobilization process, which makes the technology even more efficient and
economical.

KEYWORDS: Wastewater treatment. Acid dyes. Enzymatic immobilization. Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Efluentes provenientes das industrias do setor téxtil representam na atualidade um grave
problema ambiental. Estas industrias constituem uma parcela importante na economia mundial
e sdo responsadveis por um alto consumo de dgua, sendo que 20 % da poluicdo industrial da
agua ¢ resultante desse setor (WONG et al., 2019).

A principal caracteristica desses efluentes ¢ a coloragdo, resultante da adigao de corantes
no processo de fabricacao, os quais nao possuem fixagdo completa na fibra durante o processo
de tingimento e sdo liberados juntamente com o efluente para o ambiente (KHATRI et al.,
2015). Além disso, efluentes téxteis possuem outras caracteristicas, como demanda quimica de
oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO) elevadas, presenca de sais e metais,
toxicidade e, em alguns casos, mutagenicidade, tornando-se prejudiciais ndo apenas ao
ambiente como também aos seres humanos (CHHABRA; MISHRA; SREEKRISHNAN,
2015a; YASEEN; SCHOLZ, 2019).

Os corantes sdo moléculas organicas complexas de dificil degradag¢do. Devido a forte
coloragdo, a presenga desses corantes nos corpos hidricos impede a penetragao de luz, o que
acarreta na redugdo da atividade fotossintética, inibindo o crescimento da biota aquatica
(MONTE BLANCO et al., 2017; ZHANG et al., 2019).

Para resolver esse problema, diferentes métodos fisico-quimicos sdo comumente
empregados no tratamento de efluentes contendo corantes. No entanto, nem sempre essas
tecnologias sdo eficazes para a descoloracdo completa do efluente devido a estrutura molecular
complexa dos corantes, além de possuirem desvantagens importantes, tais como altos custos
operacionais e alta demanda de energia (CHOWDHURY et al., 2011).

Nesse contexto, sdo desejaveis tecnologias alternativas que apresentem eficiéncia e um
maior custo-beneficio em relagdo ao ponto de vista econdmico e ambiental. A combinagao de
métodos fisico-quimicos e bioldgicos tem sido sugerida como uma alternativa importante para
o desenvolvimento de processos de tratamento sustentdveis (CHHABRA; MISHRA;
SREEKRISHNAN, 2015a).

A utilizagdo de processos biologicos, baseados na utilizagdo de microrganismos ou na
utilizacdo de enzimas, apresentam-se como alternativas de grande potencial. Dentre esses
processos, pode-se citar o emprego das enzimas lacases que sdo polifenoloxidases utilizadas
em diversas reagdes oxidativas enzimaticas para a degradacdo de uma variedade de compostos

fenolicos e nao fenodlicos (BALDRIAN, 2006; YAROPOLOV et al., 1994). Essas enzimas tém
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sido estudadas em vérias aplicagcdes biotecnologicas. Na industria alimenticia € capaz de
eliminar compostos fendlicos indesejados no processamento de sucos, vinhos e cervejas, na
industria do papel, branqueia o papel além de degradar poluentes ambientais altamente
recalcitrantes e corantes sintéticos (CARDOSO et al., 2018; MOROZOVA et al., 2007).

Para aplica¢do industrial, o elevado custo das enzimas, a dificuldade de separagdo destas
do produto final e a inativacdo térmica e por solventes, muitas vezes impossibilitam a sua
aplicacdo. Uma das principais alternativas para tornar o processo atrativo ¢ a imobilizagdo das
enzimas em um suporte inerte. Esse processo permite a facil separagdo apos a reagdo, confere
maior estabilidade operacional ao catalisador enzimatico e permite a sua reutilizacdo (CAO,
2005; KOPP et al., 2015).

Dentre os diferentes suportes utilizados, as particulas magnéticas vém ganhando
destaque por apresentarem caracteristicas ideais para imobilizagdo de enzimas. Esses suportes
mostram-se atrativos devido as fortes propriedades magnéticas, facilitando a separagdo sob a
acao de um campo magnético (MOHAMMED et al., 2017).

Por outro lado, as particulas magnéticas sdo caracterizadas por serem uma classe
importante de adsorventes ideais. Essas particulas recebem ampla aten¢do devido ao seu baixo
custo, facil controle, ndo toxicidade e, principalmente, devido a capacidade de resposta
magnética que facilita sua reciclagem e retiso (ZHANG et al., 2019).

Nesse contexto, desenvolver novos materiais € tecnologias para o tratamento de
efluentes torna-se indispensavel. O uso do processo simultdneo de adsorcao e biodegradagao
de corantes téxteis utilizando enzimas lacase imobilizadas em suportes magnéticos € pouco
relatado. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a adsorcao dos corantes Acid
Blue 277 e Acid Black 172 utilizando como adsorvente particulas magnéticas de 6xido de ferro
e comparar com o processo simultineo de adsorcdo e biodegradagcdo dos corantes apos a

imobilizacdo das enzimas lacase nessas particulas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a adsorc¢ao de corantes téxteis a partir de particulas magnéticas e comparar com
o processo simultaneo de adsor¢do e biodegradagdo apo6s a imobilizagdo das enzimas lacase

nessas particulas.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar pelo método de precipitagdo e irradiacdo em micro-ondas as particulas
magnéticas de 6xido de ferro;

e Imobilizar as enzimas lacase nas particulas magnéticas e realizar um estudo de
comparagao entre as enzimas livres e imobilizadas;

e (Caracterizar as particulas (livres e conjugadas com enzimas) por meio de microscopia
eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva (MEV-EDS),
microscopia eletronica de transmissao (MET) e andlise espectrofotometro de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR);

e Avaliar a adsor¢ao dos corantes téxteis Acid Blue 277 e Acid Black 172 nas particulas
magnéticas e ajustar os dados experimentais a modelos cinéticos e de isotermas;

e Avaliar o processo simultaneo de adsorcao e biodegradacdo dos corantes téxteis Acid
Blue 277 e Acid Black 172 a partir das enzimas lacase imobilizadas nas particulas

magnéticas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A industria téxtil e a geraciao de efluentes

A industria téxtil esta entre as maiores consumidoras de d4gua em seu processo produtivo
e, portanto, entre as maiores geradoras de grandes volumes de efluentes. Estima-se que sdo
gerados entre 200 e 350 L de efluente por kg de tecido produzido (PADHIYAR et al., 2020).

Entre os principais parametros indicadores de poluicao dos efluentes téxteis, destacam-
se as altas concentragdes de DQO e DBO, alta coloragdo, pH, sélidos suspensos, metais,
temperatura, sais e residuos de baixa biodegradabilidade (YASEEN; SCHOLZ, 2019). O pH
dos despejos varia entre 6 e 10, a temperatura de 35 a 45 °C, o teor de s6lidos em suspensdo
de 15 a 8.000 mg L', a DBO de 80 a 6.000 mg L' , a DQO de 150 a 12.000 mg L' ¢ a cor
depende do corante usado com predominancia (ANANTHASHANKAR, 2013). No entanto,
dentre os inumeros contaminantes presentes, o maior problema no tratamento de efluentes
téxteis origina-se pela presenga de corantes.

Anualmente, estima-se que 700 mil toneladas de corantes sdo fabricadas em todo o
mundo e uma quantidade significativa ¢ perdida durante o processo produtivo das industrias
(BURKINSHAW; SALIHU, 2013; GUPTA; SUHAS, 2009). Aproximadamente 20% a 50%
dos corantes da industria téxtil acabam sendo descartados na agua de lavagem devido a ma
fixagdo durante a etapa de tintura (ZANONI; YANAMAKA, 2016).

No corpo hidrico, pequenas quantidades de corantes, afetam a sua caracteristica estética,
sua transparéncia e a solubilidade de gases. Devido a isso, a transmissdo da luz solar ¢ afetada,
o que dificulta a atividade fotossintética realizada pelas plantas existentes nesse ecossistema.
Além do que, a oxidagdo bioldgica dos corantes consome o oxigénio dissolvido presente no
meio, afetando a vida dos organismos ali presentes e em consequéncia, causa o aumento da
DBO. De uma forma geral, os efluentes téxteis contendo corantes podem ser tdxicos,
cancerigenos € mutagénicos para humanos e outros organismos (LALNUNHLIMI;
VEENAGAYATHRI, 2016; ROY et al., 2018).

A restricdo nas leis e normas ambientais e o surgimento de mercados mais competitivos,
vém exigindo que as empresas atuem de maneira mais eficiente do ponto de vista produtivo e
ambiental (FREIRE; FREITAS, 2010). A Resolucao n°. 357, de 17 de margo de 2005, do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama), descreve que o efluente de qualquer fonte

poluidora sé podera ser lancado direta ou indiretamente nos corpos hidricos se ndo ocasionar
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ou possuir potencial para acarretar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor
(CONAMA, 2005).

As técnicas de tratamento para remogao desses corantes utilizadas atualmente baseiam-
se em processos de adsorcao, coagulacdo, flotacao, sedimentacdo, floculagdo, precipitagao,
troca idnica, separacdo por membrana e métodos eletroquimicos (KUNZ et al., 2002;
RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015). No entanto, os corantes apresentam resisténcia a algumas
dessas técnicas e, além disso, esses processos em geral possuem altos custos e eficiéncia
limitada (PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013).

Novas tecnologias, que sejam mais eficientes e de baixo custo, tém sido buscadas para
o tratamento ou degradacgao destes compostos presentes em efluentes téxteis. Dessa forma, tem
crescido o interesse por processos biotecnoldgicos que visem diminuir o alto custo do

tratamento dos efluentes e que sejam realmente eficientes (KHELIFI et al., 2009).

3.2 Corantes téxteis

Corantes podem ser definidos como substancias intensamente coloridas que, quando
aplicados a um material, lhe conferem cor e podem ser empregados na coloragao de diferentes
substratos, tais como: alimentos, cosméticos, plasticos, materiais téxteis, entre outros. Os
corantes e pigmentos de acabamento téxtil sdo numerosos e podem chegar a 100.000 diferentes
tipos no mercado sendo produzidas cerca de 700.000 toneladas anualmente (BERRADI et al.,
2019).

A solubilidade ¢ o que difere os corantes dos pigmentos, uma vez que os corantes sao
soliveis no meio em que sdo aplicados e os pigmentos sdo insoliveis (CHENGALROYEN;
DABBS, 2013). Os corantes téxteis sintéticos, sdo compostos organicos cuja finalidade ¢
conferir cor as fibras, sob condi¢des de processo pré-estabelecidas. Esses compostos podem ser
classificados de acordo com sua estrutura quimica, baseada no grupo cromé6foro dos corantes,
ou pelo modo com que o mesmo ¢ fixado a fibra téxtil, podendo ser corantes reativos, diretos,
azoicos, acidos, a cuba, de enxofre, cationicos, dispersos, pré-metalizados, solventes e
branqueadores (SINGH; SINGH; SINGH, 2015; ZANONI; YANAMAKA, 2016).

A classe de corantes acidos € caracterizada por fixar a cor as fibras por interacao i0nica,
forgas de Van der Waals ou pontes de hidrogénio em meio neutro ou acido. Essa ligacao ocorre
pela interagdo dos sitios negativos do corante com os sitios positivos das fibras. O peso

molecular dessa classe de corantes ¢ relativamente baixo com grupos sulfonicos em sua
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estrutura quimica e com grupos cromoéforos podendo ser azo, antraquinona e trifenilmetano.
Esses corantes possuem um baixo grau de fixagdo, o que acarreta em grande perda do corante
durante o processo de lavagem das fibras, levando a um efluente complexo (ZANONI;
YANAMAKA, 2016). Dentre os corantes acidos, encontram-se os corantes Acid Black 172 e
Acid Blue 277.

O corante Acid Black 172 (Figura 1A) possui como grupo cromédforo uma ou mais
ligagdes azo (N = N-). Essa estrutura azo ndo ¢ encontrada de forma natural na natureza, o que
a torna dificil de degradar (CHENGALROYEN; DABBS, 2013). Os corantes azo sao 0s mais
utilizados na industria téxtil devido a facilidade de sintese e a estabilidade quimica desses
compostos (SINGH; SINGH; SINGH, 2015).

O Acid Blue 277 (Figura 1B) possui o composto antraquinona como grupo cromoforo,
sendo o segundo grupo de corantes mais utilizados devido ao prego atrativo e bom desempenho
de tingimento. Os corantes com o grupo antraquinona sao mais toxicos para os microrganismos
e células humanas do que os corantes azo devido sua estrutura complexa e estavel (LI et al.,
2019a).

Sendo assim, efluentes industriais contendo altos niveis de corantes acidos devem ser
tratados antes do descarte no meio ambiente, o que tem sido o maior desafio para as industrias

téxteis (SATAPATHY; BANERJEE; DAS, 2015).

Figura 1. Estrutura quimica dos corantes Acid Black 172 (A) e Acid Blue 277 (B).

A o Hon-M B

Fonte: Pubchem (2020).
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3.3 Particulas magnéticas

As particulas magnéticas, as quais podem ser sintetizadas em uma ampla escala (nm até
um), sdo caracterizadas por direcionarem sua movimentacdo na presenga de um campo
magnético e possuem diferentes caracteristicas como grande propor¢do de area superficial e
volume, baixo custo de sintese, baixa toxicidade e compatibilidade com biomateriais
(IRANIFAM, 2013; SAHOO et al., 2019).

Diferentes métodos sao utilizados para a sintese de particulas magnéticas, sendo os mais
utilizados a co-precipitagdo, decomposicao térmica e sintese hidrotérmica (APHESTEGUY et
al., 2015). Outro método simples e economicamente viavel para a produg¢ao de microparticulas
magnéticas, ¢ o0 método de precipitagdo por irradiacdo em micro-ondas, utilizando sais de ferro
em solucao com pH elevado (POSPISKOVA; PROCHAZKOVA; SAFARIK, 2013).

Essas particulas, especialmente as de ferro, possuem diferentes aplicagdes relatadas na
literatura, como adsorcdo de metais pesados e corantes, fotocatalise para degradagdo de
diferentes compostos, magnetizacdo de células, imobilizacdo enzimatica, biosensor ¢ em
aplicagdes na biomedicina (ABDULLAH et al., 2019; APHESTEGUY et al., 2015; KOPP et
al., 2015, MOHAMMED et al., 2017, PATIL; KHAIRNAR; SHRIVASTAVA, 2016;
POSPISKOVA; PROCHAZKOVA; SAFARIK, 2013).

O oxido de ferro, em suas diferentes formas, tem sido estudado para a producdo de
nanocompdsitos magnéticos. A magnetita ¢ a mais utilizada dentre essas formas e ¢ altamente
explorada por possuir caracteristicas como baixa toxicidade, superparamagnetismo e
biocompatibilidade. Os nanomateriais de oxido de ferro, produzidos a partir da forma
magnetita, apresentam aplicagdes com forte potencial no tratamento de efluentes devido a
excelente capacidade de adsor¢do, facil separacdo, reutilizacio e maior estabilidade
(ABDULLAH et al.,, 2019). O Quadro 1 apresenta alguns exemplos da utilizacdo de
nanoparticulas e microparticulas de 6xido de ferro, associadas ou nao a outro material, no
processo de adsorcao de poluentes de aguas residuarias.

Ainda devido as suas propriedades de magnetizacdo, biocompatibilidade e baixa
toxicidade, o 6xido de ferro ¢ relatado na utilizagdo em sistemas de catalise enzimatica. A
modificagdo de microrganismos € enzimas com nanoparticulas magnéticas permite que o
material imobilizado seja facilmente manipulado sob um campo magnético aplicado (QIU et

al., 2018).
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O primeiro estudo a utilizar a separagdo magnética em biotecnologia foi publicado em

1973, onde os autores utilizaram a silica e celulose, ambas com 6xido de ferro, como matriz

para imobilizar duas enzimas: o-quimotripsina e [-galactosidase, visando posteriores

aplicagdes em biorreatores. A partir desse estudo, a separacao magnética tem sido investigada

como uma ferramenta interessante no processo de separagdo de moléculas biologicas e células

(ROBINSON; DUNNILL; LILLY, 1973).

Quadro 1. Exemplos de aplicacdes de particulas magnéticas de 6xido de ferro no tratamento de aguas

residudrias.
Produto Contaminante | Modo de acio Referéncia
Carboxilato-pilar [5] areno modificado Corantes
com nanoparticulas magnéticas de a Adsor¢ao (ZHANG et al., 2019)
cationicos
Fe304
. - . Corante Acid ~
Microesferas magnéticas de quitosana Blue Adsorgao (XU et al., 2019)
Nanocompésito de MnFe,O4 ¢ Cromo Adsorcio (XIAO; LIANG;
quitosana hexavalente ¢ WANG, 2013)
Microparticulas magnéticas de Corante
quitosana funcionalizadas com Reactive Blue Adsorgao (WANG et al., 2015)
dendrimeros de poliamidoamina 21
Nanoparticulas magnéticas de Fe;O4 Metais Adsorgao (SHEN et al., 2009)
Nanopartwulgs magnéticas de Cromo Adsorgio (THINH et al., 2013)
quitosana hexavalente
Nanopartwulgs magnéticas de OX}do de | Corante Congo Adsorciio (SAHOO et al., 2019)
ferro funcionalizadas com amina Red
Levedura inativada modificada por . ~
nanoparticulas de FesOs Patulina Adsorgao (QIU et al., 2018)
(PATIL;
Nanocompo6sito magnético de Corante Acid Fotocatalise KHAIRNAR;
polianilina — Fe304 violet 19 SHRIVASTAVA,
2016)
Nanocompodsito de ’zeohto de cinzas i (FUNGARO et al.,
volantes e nanoparticulas magnéticas Corantes Adsorgao
. 2012)
de 6xido de ferro
Nanocomposito magnético de oxido de - ~
Herbicida Adsorgao (HAO et al., 2015)
grafeno
Esteira de nanofibra de poliacrilonitrila Clorldr'atg de Adsorgio (LIU et al., 2015)
com Fe;04 tetraciclina
. Methylene
Composito deAF'e3O4 /estruturas metal- blue ¢ Methyl Adsorgio (LI etal., 2015)
organicas (MOFs) violet

Fonte: Autoria propria (2020).
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3.4 Adsorcao

Devido a crescente busca por tecnologias alternativas aos tratamentos convencionais de
efluentes contendo diferentes poluentes, a utilizacdo de técnicas que sejam ecologicamente
corretas tem crescido, visando substituir ou complementar esses tratamentos. Nesse contexto,
a adsorcdo ¢ relatada como uma alternativa simples para o tratamento de efluentes por ter um
baixo custo inicial, possuir simplicidade de configuracdo e operacao e por poder ser utilizada
inclusive para substancias perigosas (SAHOO et al., 2019).

Existem dois termos muito utilizados quando se fala de processos de sor¢do: a absor¢ao
e a adsorcdo. A absor¢do ocorre quando uma substancia, em um estado fisico, ¢ incorporada
por outra em estado fisico diferente. J4 a adsor¢@o consiste na aderéncia fisica ou ligacdo de
ions e moléculas na superficie de um material necessariamente sélido (GADD, 2009). Esses
ions e moléculas sdo chamados de adsorvatos e o material a que eles se ligam sdo chamados de
adsorventes. O processo de remog¢ao do adsorvato da superficie do adsorvente ¢ chamado de
dessor¢ao (NASCIMENTO et al., 2014).

Quando a matriz adsorvente ¢ um material bioldgico, o mecanismo de sor¢do ¢
denominado biossor¢ao. Nesse caso, sdo utilizados organismos vivos, mortos ou alguns de seus
componentes para remover, reter ou recuperar substancias encontradas em uma determinada
solugdo aquosa (MICHALAK; CHOJINACKA; WITEK-KROWIAK, 2013).

A ligacdo entre o adsorvente e o adsorvato depende das espécies envolvidas e o processo
de adsorcdo pode ser classificado em adsorcao fisica, também conhecida como fisissor¢cao ou
adsor¢do quimica, também chamada de quimissor¢ao. A quimissor¢ao ocorre por forgas de
atracdo quimicas, geralmente ligagdes covalentes, que agem entre a superficie do adsorvente e
do adsorvato. Na fisissorcao, as forcas fisicas como forcas de Van der Waals ou eletrostaticas
atuam entre a superficie do adsorvente e do adsorvato. Embora essa distingdo seja
conceitualmente util, existem muitos casos intermediarios em que nem sempre € possivel
classificar um determinado sistema de forma evidente (NASCIMENTO et al., 2014).

Diferentes adsorventes de baixo custo tem sido utilizados para a remog¢do de corantes
de solugdes aquosas, como por exemplo, minerais argilosos, residuos agroindustriais, cinzas,
lodos, residuos biodegradaveis, entre outros (SAHOO et al., 2019). Além destes, materiais com
caracteristicas magnéticas tém sido relatados na literatura como adsorventes de corantes

(MEHTA; MAZUMDAR; SINGH, 2015).
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A adsor¢do ¢ resultante de uma combinagdo entre os tipos de forgas envolvidas entre o
adsorvato e o adsorvente e ¢ influenciada por uma série de fatores. Dentre esses fatores tem-se
os relacionados com a natureza do adsorvente, tais como area superficial, tamanho dos poros,
grupos funcionais presentes na superficie, densidade, e hidrofobicidade do adsorvente. As
caracteristicas do adsorvato que influenciam o processo de adsor¢cdo sdo o tamanho das
particulas, polaridade, solubilidade e acidez ou alcalinidade. Por outro lado, os fatores
relacionados as condi¢des operacionais sao temperatura em que ocorre o processo, pH, natureza
do solvente e o tempo de contato entre as fases (NASCIMENTO et al., 2014). Dessa forma,
esses fatores precisam ser avaliados em processos de adsor¢cdo de poluentes de aguas

residuarias.

3.4.1 Cinética e isotermas

Para explicar o processo de adsorcdo, o estudo cinético através de diferentes modelos
matematicos, fornece informacdes sobre a taxa de adsor¢do, os mecanismos de transferéncia de
massa e o desempenho do adsorvente usado (PARK; YUN; PARK, 2010; WANG; GUO, 2020).
Entre os varios modelos cinéticos relatados na literatura, os modelos Pseudo-primeira e Pseudo-
segunda ordem, baseados na ordem das reacdes quimicas, sdo os mais empregados. Esses
modelos descrevem que a taxa de adsor¢cdo € proporcional ao nimero de locais livres na
superficie do adsorvente (MICHALAK; CHOJNACKA; WITEK-KROWIAK, 2013).

Além destes, outros modelos cinéticos podem ser empregados, como o modelo de
Difusao intraparticulas e de Elovich. O modelo de Difusdo intraparticulas fornece informagdes
sobre os mecanismos € as etapas de controle de taxa que afetam a cinética do processo de
adsor¢ao. Em conformidade com este modelo, a adsor¢do acontece em 3 etapas, primeiro ocorre
a difusdo de massa externa, depois a difusdo intraparticulas e por ultimo a adsor¢do no interior
do adsorvente poroso. Os dois primeiros estagios sdo 0s passos mais lentos, enquanto o terceiro
estagio ¢ muito rapido (RANGABHASHIYAM; BALASUBRAMANIAN, 2019).

A equagdo de Elovich pressupdem que as superficies sélidas reais sdo energeticamente
heterogéneas e ela ¢ apropriada para processos que envolvem a adsor¢do quimica de gases na
superficie solida. Além disso, o modelo descreve que a dessor¢do e as interagdes entre as
espécies adsorvidas ndo afetam substancialmente a cinética de adsorgdo

(RANGABHASHIYAM; BALASUBRAMANIAN, 2019).
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Durante o processo de adsorcdo, a concentragdo do adsorvato decresce com o tempo até
atingir um estado de equilibrio, ou seja, as moléculas ou ions do adsorvato em meio aquoso
fluirdo para o adsorvente até que a concentragdo do mesmo na fase liquida permanega constante.
Quando o sistema atinge esse estado, a quantidade adsorvida neste tempo retrata a capacidade
de adsor¢do do adsorvente no equilibrio em condi¢des pré-estabelecidas (NASCIMENTO et
al., 2014).

As isotermas baseiam-se em relagdes termodinamicas que descrevem o equilibrio do
processo de biossor¢do, sendo que o tempo otimo de contato e as melhores condig¢des
operacionais determinadas na cinética sdo utilizados para realizagdo do estudo. Elas sdo a
relacdo de equilibrio entre a concentragdo no soluto e a concentragdo adsorvida a uma dada
temperatura. Dessa forma, as isotermas demonstram como ocorre a distribui¢cao do soluto entre
as fases liquida e solida em diferentes concentragdes de equilibrio (MICHALAK;
CHOJNACKA; WITEK-KROWIAK, 2013).

Diferentes modelos de isotermas ja foram descritos, como a de Langmuir, Freundlich,
Brunauer-Emmett-Teller, Redlich-Peterson, Dubinin-Radushkevich, Temkin, Toth, Koble-
Corrigan, Sips, Khan, Hill, Flory-Huggins e Radke-Prausnitz (FOO; HAMEED, 2010). Sendo
os mais utilizados na adsor¢do de corantes os modelos de Langmuir, Freundlich, Dubinin-
Radushkevich, Sips e Temkin.

O Quadro 2 apresenta as equagdes dos modelos cinéticos Pseudo-primeira ordem,
Pseudo-segunda ordem, Difusdo intraparticulas e Elovich e dos modelos de isotermas
Langmuir, Freundlich, Temkin e Sips.

A isoterma de Langmuir ¢ o modelo mais utilizado e também o mais simples. Este
modelo considera varios pressupostos como: todos os sitios de ligacdo possuem uma afinidade
igual para o adsorvato; a adsorc¢do ¢ limitada a formagdo de uma monocamada no exterior da
superficie do adsorvente e o nimero de espécies adsorvidas ndo excede o numero total de locais
de superficie. Dessa forma, o modelo admite que o adsorvente € estruturalmente homogéneo e
que os sitios de ligagdo do adsorvente sdo idénticos e energeticamente equivalentes (GADD,
2009).

O modelo da isoterma de Freundlich é baseado em uma distribuicdo nao ideal e
reversivel do adsorvato no material adsorvente, contendo infinitos sitios de ligacdo do
adsorvente e ampliada para a adsor¢cao multicamada. Este modelo retrata que ocorre a interagao
entre as moléculas adsorvidas e que a energia de adsor¢@o decresce exponencialmente de acordo

com a ocorréncia da ligagao das moléculas de adsorvato nos sitios de ligagdo. As constantes do
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modelo fornecem informagdes sobre se o processo de adsorcdo ser favordvel ou nao
(RANGABHASHIYAM; BALASUBRAMANIAN, 2019).

O modelo de isoterma de Temkin leva em consideracdo os efeitos das interagdes
indiretas que ocorrem entre as moléculas de adsorvato. As isotermas de Temkin consideram
que o processo de adsor¢do ¢ definido por uma distribuicdo uniforme da energia de ligacao,
atingindo um maximo de liga¢des. Além disso, considera que o calor de adsor¢ao de todas as
moléculas da camada diminui linearmente com o grau de cobertura, em consequéncia das
interacdes que ocorrem entre o adsorvente € o adsorvato (NASCIMENTO et al., 2014; FOO;
HAMEED, 2010).

O modelo de isoterma de Sips representa um arranjo das isotermas de Langmuir e
Freundlich. Dessa forma, nas baixas concentragoes de adsorvato este modelo se reduz
efetivamente ao modelo de Freundlich. Ja, em altas concentragdes de adsorvato, o modelo
prediz uma capacidade de adsor¢do em monocamada caracteristica do modelo Langmuir (SIPS,

1948).

Quadro 2. Modelos e equagdes para calcular os pardmetros de cinética e isotermas.

Modelo | Equacio | Referéncia
Modelos cinéticos
Pseudo-primeira ordem | qt = gqq X (1 —exp(—k; X 1)) 1 (LAGERGREN, 1898)
k, X g2 x t
Pseudo-segunda ordem qt = 2 (HO; MCKAY, 1998)
14+ k, Xqg, Xt
Difusdo intraparticulas qt = (kg Xt* +C 3 (WEBER; MORRIS, 1962)
Elovich qt = % XIn(1+axbxt) 4 | (WU; TSENG; JUANG, 2009)
Modelos de isotermas
Langmuir qe =dmmnte R = —— |56 (LANGMUIR, 1918)
Freundlich qe = KgCel/n 7 (FREUNDLICH, 1906)
Temkin de = B¢ In (A{Ce) 8 (TEMKIN; PYZHEV, 1940)
Sing _ 9max(KsCe)™ 9 (FERREIRA et al., 2018;
P de =1 ¥ (KC)" SIPS, 1948)

Nota: qt é a capacidade de adsorgdo (mg g™') no tempo t (min), q; capacidade méaxima de adsorgdo tedrica (mg g™'),
ki constante cinética (min'), g2 capacidade maxima de adsorcdo teérica (mg g™'), k» constante cinética (g mg™!
min™!), kd coeficiente de Difusdo intraparticulas (g mg™' min™*3), C constante de difusdo na camada limite
(mg g™, a taxa de adsor¢do inicial de Elovich (mg g-'min™'), b taxa de dessorgdo de Elovich (mg g!), qe capacidade
de adsor¢do no equilibrio (mg g™!), qmax capacidade maxima de adsor¢do (mg g), C. concentragio da solu¢do no
equilibrio (mg L), K. constante de Langmuir (L mg™'), Ry fator de separagdo, n constante relacionada a
heterogeneidade da superficie, Kr constante de Freundlich (L mg™"), B, constante relacionada ao calor de adsorgdo,
A constante isotérmica de Temkin; ks € a constante da isoterma de Sips, n representa o grau de heterogeneidade
do sistema.
Fonte: Autoria propria (2020).
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3.5 Biodegradacao de corantes

Biodegradagdo ¢ o decaimento ou a decomposicdo de materiais onde alguns
microrganismos utilizam uma substancia organica como fonte de carbono e energia, sendo
considerado um dos mecanismos de degradagdo de contaminantes mais efetivos € menos
prejudiciais ao meio ambiente (BILAL et al, 2019; VIJAYALAKSHMIDEVI;
MUTHUKUMAR, 2015).

No processo de biodegradagdo, moléculas complexas de contaminantes sao
transformadas em moléculas menores e mais simples, de uma forma natural e geralmente
catalisada por microrganismos autoctones. Esse processo pode ocorrer de diferentes formas:
como uma modificacdo em uma molécula orgénica, permanecendo a estrutura principal sem
nenhuma alteragcdo; como sendo a desintegracdo de uma molécula organica complexa, de tal
forma que os fragmentos possam ser reagrupados para se obter a estrutura original; e como
sendo a total mineralizagao da molécula organica (AKSU, 2005).

Em relagdo aos corantes, a biodegradacdo consiste na degradacdo do corante por via
enzimadtica, envolvendo consumo de energia. A quebra completa da molécula com a produgao
de agua e dioxido de carbono e outros subprodutos inorganicos caracteriza a mineralizagao
(PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013).

A eficiéncia dos processos de descoloragdo de corantes depende de diferentes fatores,
tais como pH, sais, temperatura, a presen¢a de poluentes organicos, da classificacdo e dos seus
variados grupos substituintes (SOLIS et al., 2012). Sekuljica e colaboradores (2015) avaliaram
a capacidade da enzima Horseradish peroxidase e comprovaram a capacidade desta para
remogao de cor dos corantes antraquinonicos Acid blue 225 e Acid Violet 109, obtendo 94,7 e
89,36% de remocao de cor, respectivamente, sob as condi¢des ideais de processo. Além disso,
a partir desse estudo os autores verificaram que apds o tratamento enzimatico, ocorreu a redugao
da DQO, de carbono organico total e da toxicidade das solugdes. Outros estudos também
relatam a eficiéncia de enzimas peroxidase na biodegradagao de corantes (BILAL et al., 2019;
DARWESH; MATTER; EIDA, 2019; DUARTE BAUMER et al., 2018).

Outra enzima muito relatada na biodegradacdo de corantes ¢ a enzima lacase
(CARDOSO et al., 2018; HOU et al., 2004; NADAR; RATHOD, 2019; NADAROGLU et al.,
2019; ORZECHOWSKI et al., 2018; SONDHI et al., 2018). A lacase tem sido descrita como a
principal enzima que promove a oxidagdo de compostos fenolicos e ndo fendlicos. Esta enzima

¢ capaz de catalisar reacdes de desmetilagdo, onde ocorre a biodegradacdo de cadeias
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poliméricas e decomposi¢do de macromoléculas de lignina através do rompimento de anéis

aromaticos em estruturas fenodlicas (PEIXOTO; MARINHO; RODRIGUES, 2013).

3.6 Enzimas lacase

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores bioldgicos aumentando a
velocidade das reagdes quimicas que ocorrem nas células e organismos, sem se consumirem €
sem interferirem no equilibrio quimico dessa reacao (NELSON; COX, 2014).

As lacases sdo enzimas extracelulares pertencentes a um grupo de biocatalisadores, da
subclasse das oxidases com um grande potencial em aplica¢des industriais e ambientais. Essas
enzimas possuem a capacidade de oxidar, polimerizar ou transformar compostos fenolicos, nao
fenolicos e antropogénicos em derivados menos toxicos (ORZECHOWSKI et al., 2018).

Algumas plantas, procariotos, insetos e fungos sdo fontes dessas enzimas. De acordo
com a literatura, os melhores produtores sdo os fungos da podridao branca da madeira, que além
de produzirem essas enzimas extracelularmente, produzem enzimas com maior potencial de
reducdo em compara¢do ao potencial visto nas lacases obtidas a partir de outros organismos
(ERKURT, 2015).

Oxidoredutases, como lacases, sdo enzimas que catalisam a reducao do oxigénio (O2)
a agua (H2O) com a oxidagdo concomitante de substratos organicos (ABDEL-HAMID;
SOLBIATI; CANN, 2013; HOFRICHTER et al., 2010; WONG, 2009). Conforme a
estequiometria, sdo quatro moléculas de um substrato redutor para cada oxigénio molecular,
envolvendo um total de quatro transferéncias de elétrons (WONG, 2009). A estequiometria da
reacdo enzimatica pode ser representada pela equagdo: 4RH + O — 4R + 2H>0, onde RH
simboliza o substrato (DWIVEDI et al., 2011).

Lacases geralmente ocorrem como isoenzimas que se oligomerizam para formar
complexos multiméricos. Como glicoproteinas diméricas ou tetraméricas, as lacases possuem
quatro atomos de cobre por monomero. Esses locais de cobre sdao divididos em trés grupos,
centro de cobre Tipo-1 ou azul, centro de cobre Tipo-2 ou normal e centro de cobre Tipo-3 ou
binuclear acoplado (DESKA; KONCZAK, 2019). Outra caracteristica importante da estrutura
da lacase ¢ a por¢ao de carboidratos ligados covalentemente, que contribui para sua estabilidade
conformacional e protecdo contra degradacdo de proteases (CLAUS, 2004). Em relagao a
estrutura tridimensional, as lacases sdo caracterizadas por possuirem trés dominios semelhantes

a cupredoxina arranjados sequencialmente (Figura 2) (DWIVEDI et al., 2011).
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A redugdo do oxigénio a dgua ¢ seguida da oxidacdo de substratos caracteristicamente
fenolicos e seus derivados como p-difendis, o-difenois, polifenois, poliaminas, arildiaminas,
aminofendis, hidroquinonas, assim como alguns ions inorganicos (BERMEK; ERIKSSON,

2009).

Figura 2. Estrutura tridimensional de lacase fungica (Trametes versicolor). (D1: Dominiol; D2:
Dominio 2; D3: Dominio 3 ¢ Cu: Cobre).

Fonte: Dwivedi et al. (2011).

As principais aplicagdes das lacases sdo referentes a industria de polpa e papel,
alimenticia, quimica sintética e biorremediacao. Além disso, as lacases tém um grande potencial
biotecnoldgico devido a sua habilidade de oxidar uma ampla gama de substratos que sao
utilizados em diversos setores industriais (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN;
MOLDES, 2013).

3.7 Imobilizaciao de enzimas

Uma das principais tendéncias na pesquisa envolvendo processos enzimaticos € sua
modificacdo, melhoria de fun¢des e otimizagdo de seu desempenho para uso comercial como
biocatalisadores (DESKA; KONCZAK, 2019). A imobilizacio é uma pratica comum, definida
como o processo pelo qual as enzimas passam a ser fisicamente confinadas, restringindo os
graus de liberdade de movimento das mesmas pela unido a um suporte. Desse modo, quando
imobilizadas as enzimas tornam-se insoluveis facilitando o controle e a remocao do catalisador,
possibilitando reutilizar a enzima muitas vezes, o que diminui os custos de aplicacdo do

processo (JUN et al., 2019).
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Diferentes pardmetros devem ser avaliados em um processo de imobilizacao enzimatica,
como a escolha do suporte, a técnica utilizada para imobilizar e as condi¢gdes de operagdo. Os
métodos de imobilizacdo de enzimas podem ser classificados em (Figura 3): adsor¢ao e/ou
interacdes i0nicas, onde a adesdo da enzima no suporte se da por meio de ligagdes fracas;
confinamento dentro de uma rede polimérica; ligacdo cruzada (Cross-linking) da enzima com
um agente bifuncional sem a ligagdo a um suporte e ligacdo covalente a um suporte insolivel
reativo (LIMA; ALMEIDA; PAULA, 2016).

Um suporte atraente para a imobilizagdo enzimatica pode possuir outras caracteristicas
além de tornar as enzimas insoliiveis no meio, como por exemplo, o sistema de adsor¢ao e
biodegrada¢do simultanea. Essas propriedades de materiais utilizados pra imobilizagao
enzimadtica j& ¢ relatada, no qual materiais porosos, como carvao ativado (NGUYEN et al.,
2016), cinzas (ROY et al., 2018), membranas fibrosas (XU et al., 2013), grafite e carvao de
bambu (WANG et al., 2015) foram utilizados para imobilizar células. Nesse caso, o suporte
exerce dupla funcdo, onde fornece uma interface para acumulo de biomassa e para adsor¢ao do
poluente alvo na superficie do suporte, promovendo ainda o contato do poluente com as células,
o que resulta na acelerac@o do processo de degradagdo (LI et al., 2019a).

Suportes enzimaticos possuindo propriedades magnéticas também representam um
beneficio expressivo. Essas enzimas imobilizadas podem ser facilmente separadas da mistura
de reacao utilizando um campo magnético, como um ima (SILVA; PINEDA; BERGAMASCO,
2015). Nesse contexto, a estratégia de biosseparacdo magnética ¢ uma tecnologia promissora
para recuperar enzimas imobilizadas e permitir a sua reutilizagdo. Porém, para utilizar particulas
magnéticas como suporte de imobiliza¢do enzimatica, geralmente a superficie desses materiais
precisa ser funcionalizada com grupos reacionais especificos para interagirem com moléculas
bioldgicas (FORTES et al., 2017).

As enzimas possuem grupos reativos (amino, carboxil, sulfidril e grupos aromaticos)
que agem na formagdo de ligagdes covalentes com o suporte de imobiliza¢do. Dessa forma,
estudos relatam a adi¢ao de grupos funcionais aos suportes de imobilizagdo para agirem como
pontes entre as enzimas e a superficie do suporte. Estudos relatam a utilizacdo de diferentes
compostos que adicionam grupamentos amino em particulas magnéticas para imobiliza¢ao
enzimatica, denominando esse processo de amino-funcionalizagdo. O Quadro 3 apresenta
alguns destes compostos utilizados na funcionalizacdo de suportes magnéticos para

imobilizacao de Lacases.
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Figura 3. Principais métodos de imobilizag¢@o enzimatica.

Fonte: Lima, Almeira e Paula (2016).

Quadro 3. Compostos utilizados na funcionalizag¢do de suportes magnéticos para imobilizagdo de

lacases.

Composto

Referéncia

APTES (3-Aminopropyltriethoxysilane)

(AMIN et al., 2018; GARCIA-MORALES et al.,
2018; HOU et al., 2014; MORADI et al., 2020;
MUTHUVELU et al., 2019; QIU et al., 2019; SHI
etal., 2014; WANG et al., 2018)

EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropy)carbodiimide)

(CHANG et al., 2015; IRIARTE-MESA; DIAZ-
CASTANON; ABRADELO, 2019; KARAMI;
TAHER, 2019; KUO et al., 2012)

APMS ((3-aminopropyl) trimethoxysilane
(H2N(CH2)3Si(OC2H5)3)

(FORTES et al., 2017; KASHEFI; BORGHEL,
MAHMOODI, 2019)

EDAC (N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimide hydrochloride)

(DAS; JASWAL; YOGALAKSHMI, 2020; DAS;
SINGH; YOGALAKSHMI, 2017)

Hexametilenodiamina

(WU et al., 2019)

EDTA-TMS (acido triacético de
(trimetoxissililpropil) etilenodiaminas)

(FERNANDES et al., 2017)

Fonte: Autoria propria (2020).

Sendo assim, a imobilizagdo de enzimas possui um forte potencial em aplicagdes

comerciais como biocatalizadores, reduzindo os custos operacionais e aprimorando a utilizagao

do processo enzimatico. O Quadro 4 apresenta alguns exemplos da utilizacdo de lacases

imobilizadas no processo de biodegradacdo de corantes.
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Quadro 4. Exemplos de aplicagdes de lacases imobilizadas na biodegradacao de corantes.

(Continua)
Suportes 'Met(?(!os d~e Corantes Referéncias
imobilizacao
Nanoparticulas de Ligagdo Procion Red MX-5B (DAI et al., 2016)
Fes04/ Si0; covalente v
Nanocompositos Adsorg¢ao Reactive Red 3 (GLAM; GLAM, 2016)
Oxido de ot afeno Ligagao Crystal Violet (CHEN et al., 2017)
magnetico covalente
Nanocomposito Licacio Malachite Green;
magnético de poli (p- o Vga l(f;:nte Brialliant Green; (LIU et al., 2016)
fenilenodiamina) Reactive Blue 19
Nanotubos de carbono Crystal Violet
. Confinamento Neutral Red; (LTetal., 2017)
Nanocomposito de Crvstal Violet
oxido de grafeno "y
Superficie de folha de Neutral Red;
cobre Confinamento Crystal Violet (RONG et al., 2017)
Esferas (Sig(?ilfmato de Confinamento Efluente téxtil (SONDHI et al., 2018)
Nanoparticulas Ligagdo Acid fuchsin (GAO et al., 2018)
magnéticas de ferro covalente
Microesferas p(HEMA- Ligacdo Cibacron Blue 3GA (BAYRAMOGLU et al.,
co-VC covalente 2019)
Esferas magnéticos de | oo vento | Remazol Brilliant Blue R (LE etal., 2016)
alginato de cobre
Reactive Brilliant,; Blue;
Esferas de duitosana X-BR Remazol Brilliant;
q Blue R; Congo red; Acid
Ligacgdo black 172; Methylene
covalente Blue; Neutral Red; Indigo (ZHENG et al., 2016)
blue; Naphthol; Green B;
Direct Fast Blue;Crystal
Violet
Esferas de 4lcool (CHHABRA; MISHRA;
s eril.s ( e,l?‘ €00 Confinamento Acid red 27 SREEKRISHNAN,
polivinilico 2015b)
Hidrogel Confinamento Acid orange 7 (SUN et al., 2015)
Ceid ot (RAMIREZ-
Carvao mesoporoso Adsorg¢ao . | MONTOYA et al.,
Reactive red 2; 2015)
Reactive black 5
. Ligacao Sulfur blue;
Esferas de quitosana covalente Sulfiur brown (NGUYEN et al., 2016)
Remazol Brilliant Blue; R
Esferas de Ca-alginato | Encapsulamento | Reactive Black 5; Bismark | (DAASSI et al., 2014)

Brown R

Fonte: Autoria propria (2020).
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Quadro 4. Exemplos de aplica¢des de lacases imobilizadas na biodegradacao de corantes.

(Conclusio)
Suportes 'Met(?(!os d~e Corantes Referéncias
imobilizacao
Acid red 37;
Nanoparticulas de ferro Ligacgdo Reactive Black 5; (NADAROGLU et al.,
e quitosana covalente Direct blue 15; 2019)
Evans blue
Nanocomposito L

” . Ligagdo . (KASHEFI; BORGHEI;

magnético de 6xido de covalente Direct Red 23 MAHMOODI, 2019)

grafeno
Sandal-fix Red;
Microesferas de Ligagdo Sa;cial—ﬁx Y;qu Bl;lle’. | (ASGHER; NOREEN;
uitosana covalente Sandal-fix Golden yellow, BILAL, 2016)
q Sandal-fix Black; Sandal- >
fix violet
Remazol Black 5;
. Remazol Brilliant Blue;
Nanofibra de celulose Ligagao Remazol Brilliant Violet; (SATHISHKUMAR et
covalente al., 2014)

Reactive Orange 16,
Reactive Red 120

Fonte: Autoria propria (2020).

Tendo em conta esse contexto e os dados bibliograficos referentes aos estudos citados,

a avaliagdo do processo simultineo de adsor¢do e biodegradagdo, pela imobilizacdo de lacases

em PMag de o6xido de ferro, afigura-se tecnicamente viavel para a sua utilizagdo na remocgao de

corantes téxteis. Além do que, nenhum estudo prévio relata esse processo simultaneo utilizando

lacases e particulas magnéticas para o tratamento de efluente téxtil. Dessa forma, torna-se de

grande interesse a sintese e investigacao sobre este tipo de sistema de tratamento, bem como

sobre os mecanismos envolvidos na remog¢ao dos corantes.
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4 METODOLOGIA

A Figura 4 contém o fluxograma em que estao apresentadas esquematicamente as etapas

da metodologia utilizada para desenvolver esta pesquisa.

Figura 4. Fluxograma representando a metodologia utilizada na pesquisa.

Sintese das particulas
magnéticas (PMag)

/ \/'/ \
Func10nallza(;a0 das |> pHPCZa MET, MEV-EDS ¢
particulas magnéticas H | FTIR
(PMag-func)
- - J
Producio do ) Imobilizagio das i \[ Avaliagio de parametros de W
rc;;f;% ° ”r\ enzimas lacase nas | imobiliza¢do
enzimético J 4 parti((:ﬁlas Ir)nl\z/llgn;eticas [ \i Ca?lcteriz.a(;ﬁ(t)) .(ll.a lzcase
ac-PMag v ivre e imobilizada
N _ J
T
Ensaios de adsor¢do H Cinética e isotermas de
de corantes téxteis adsorcio
pelas PMag
Comparacdo da remocio
Ensaios de remocio de por:
corantes téxteis pelo PMag
processo simultdneo de v PMag-func
adsorcio e biodegradacio Lac-PMag
Lacase livre

Fonte: Autoria propria (2020).
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4.1 Materiais e reagentes

O Sulfato de ferro (II) heptahidratado (FeSO4.7H20) (pureza > 99%), o (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES) (pureza > 99%) e o 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
acido sulfonico) (ABTS) (pureza > 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Os demais reagentes e solventes utilizados sdo todos de grau analitico. Os corantes

téxteis foram cedidos por uma industria té€xtil da cidade de Curitiba, PR, Brasil.

4.2 Producao do extrato enzimatico

O extrato enzimatico das enzimas lacase foi obtido a partir dos fungos da podridao
branca (Trametes villosa, Lentinus crinitus, Pycnoporus sp., Agaricus sp.) obtidos do banco de
cepas do laboratorio de Biotecnologia da Universidade Tecnologica Federal do Parana, campus
Curitiba, sede Ecoville. Para tanto, os fungos foram repicados e cultivados em placas de Petri
contendo o meio Agar Batata Dextrose (PDA) e as placas foram incubadas em estufa a 28°C
por um periodo de sete dias. Apds o tempo de crescimento, as placas de Petri foram transferidas
para um refrigerador, onde permaneceram em conservacao a 4 °C.

A produgdo dos extratos enzimaticos foi realizada por cultivo semissélido, em triplicata.
O cultivo foi composto por uma fermentagdo em estado semissolido na qual o indculo foi
preparado por meio da transferéncia de trés plugs de micélio fungico, para frascos Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. Os plugs de micélio flingico foram obtidos por
cortes circulares, com o auxilio de tubos de ensaio estéreis. A transferéncia dos plugs foi
realizada utilizando palitos de madeira estéreis, sendo depositados sobre meio de cultivo
contendo os substratos, com o micélio fungico voltado para cima.

O meio de cultivo semissolido foi preparado contendo: 50 mL de solugdo de glicose
10 g L''; KH,PO4 3 g L'!; peptona 0,5%; residuos agroindustriais como fonte de carbono (casca
de arroz 1%; bagaco de uva Bordo 0,5%; 2 g de bagago de cana) e ions metalicos como
indutores (2 mL de MnSO4, CuSO4, FeSO4, ZnSO4 € de MgSO a 25 mM) (RIEDI, 2019). Esse
meio de cultivo foi autoclavado e apods a inoculagcdo dos fungos, os Erlenmeyers foram
incubados a 28°C por sete dias.

Posterior ao periodo de incubagao, os meios foram submetidos a filtragdo em papel filtro
(Framex, 11 cm de didmetro) e centrifugados a 8000 rpm e 10 °C. O sobrenadante foi utilizado

como o extrato enzimatico.
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4.3 Sintese das particulas magnéticas de 0xido de ferro

Para o preparo das particulas magnéticas de 6xido de ferro (PMag), 1 g de FeSO4.7H>O
foi dissolvido em 100 mL de dgua destilada em béquer de vidro de 800 mL. Em seguida, foi
adicionada lentamente uma solucdo de hidroxido de sédio (1 mol L), em agitacdo continua,
até o pH atingir um valor na faixa de 10 a 12. Durante este processo, foram formados
precipitados de ferro. Depois de ajustar o volume a 200 mL com agua, o béquer contendo o
precipitado foi colocado em um micro-ondas doméstico (Panassonic, NN5658BH-Manaus,
AM, Brasil) e aquecido na poténcia maxima (1100 W) durante 10 minutos (POSPISKOVA;
PROCHAZKOVA; SAFARIK, 2013). A suspensao formada de particulas magnéticas de 6xido
de ferro foi cuidadosamente lavada com agua destilada para neutralizar o pH, com o auxilio da
aplicagdo de um campo magnético (ima). Posteriormente, as particulas foram secas em estufa

a uma temperatura de 50 °C e raspadas e trituradas com o auxilio de uma espatula.

4.4 Imobilizacdo das enzimas lacase nas PMag

Para imobilizar as enzimas lacase nas PMag foi realizado um processo de
funcionalizagao da superficie dessas particulas com a adi¢ao de grupos funcionais que facilitam
a ligacdo entre as enzimas e o suporte. Para tanto, utilizou-se a metodologia adaptada de Wang
e colaboradores (2018), onde inicialmente 25 mg das PMag foram dispersas em uma solugao
contendo 5 mL de alcool etilico absoluto P.A., 0,1 mL de APTES e 0,5 mL de 4gua destilada e
foram mantidas em incubadora shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil) por 12 horas a
28 °C e 180 rpm.

Apos a silanizagdo com APTES, as PMag foram adicionadas em uma solucdo de
glutaraldeido (6%) e permaneceram sob agitagdo por mais 3 horas a 28 °C e 180 rpm. Com o
auxilio de um 1ma, foram realizadas lavagens com agua destilada para remover o excesso de
glutaraldeido (WANG et al., 2018). ApoOs esse processo de funcionalizagdo, obteve-se as
particulas magnéticas funcionalizadas (PMag-func).

Para a imobilizagdo enzimatica, apos realizadas as lavagens, as PMag-func (25 mg)
foram adicionadas a uma solu¢ao (10 mL) contendo as enzimas lacase, em diferentes condi¢des
(0,1,0,3e 1 U mL") diluida em Tamp3o Acetato de Sédio 50 mM pH 5, sob agita¢iio a 180 rpm
e 28 °C durante 3 h. Por fim, as enzimas imobilizadas nas PMag-func (Lac-PMag) foram

separadas magneticamente do sobrenadante e lavadas trés vezes com o respectivo tampao, para
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entdo determinar a sua atividade enzimatica. A atividade enzimatica do sobrenadante também

foi determinada a fim de avaliar o montante de lacase nao imobilizada (WANG et al., 2018).

4.5 Determinacao da atividade enzimatica da lacase

A atividade das enzimas lacase foi determinada utilizando-se espectrofotometro UV-
Visivel (UV-M51 BEL Engineering S.R.L - Monza, MB, Italia) no comprimento de onda fixo
de 420 nm, por meio do monitoramento da oxidacdo do ABTS. Para tanto, utilizou-se a
metodologia adaptada de Hou e colaboradores (2004), onde 100 puL da amostra foram
adicionados a um tubo de ensaio com 1,7 mL de Tampao Acetato de Sdédio 50 mM pH 5, 200 pL
de uma solucdo de ABTS 10 mM, permanecendo em banho maria por 5 min a 40 °C. As
medidas de atividade foram realizadas em duplicata e uma unidade de atividade enzimatica (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pmol do substrato ABTS
por minuto (HOU et al., 2004).

Para descrever a eficiéncia da imobilizagdo enzimatica foram utilizados os parametros

rendimento de imobilizacao (RI) e atividade recuperada (AR):

A-A ~

RI (%) = ( . >X100 (Equag@o 10)
A, ~

AR (%) = (K) x100 (Equagdo 11)

t

Em que Aj ¢ a atividade da enzima fornecida para a imobilizacdo (U), Aré a atividade
da enzima no sobrenadante (U), A, é a atividade das enzimas imobilizadas (U g') e At ¢ a

atividade total fornecida para imobilizacdo (U g™).

4.6 Ponto de carga zero

Para determinar o pH correspondente ao ponto de carga zero (pHpcz) foi utilizada a
metodologia denominada “experimento dos 11 pontos” (REGALBUTO; ROBLES, 2004). O
pHrcz foi avaliado para as PMag e para as Lac-PMag. Para tanto, foram pesadas 50 mg das
amostras e adicionadas em 50 mL de solu¢do aquosa, preparadas em 11 diferentes condigdes

de pH inicial (1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11). Apds 24 horas, o pH de equilibrio foi medido com
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o auxilio de um pHmetro (Gehaka PG1800- Sao Paulo, SP, Brasil) e os graficos do pH inicial
versus pH final foram plotados. O pHpcz corresponde ao pH médio da faixa onde o pH se
manteve constante, demonstrando o pH onde a superficie das amostras se comportou como um

tampao.

4.7 Caracterizacao das particulas

4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao

Analises morfologicas foram realizadas através de imagens de microscopia eletronica
de transmissao (MET). As amostras de PMag foram observadas pelo microscopio eletronico de
transmissdo JEOL JEM 1200EX-II a uma voltagem de aceleragdo de 80 kV, no Centro de
microscopia eletronica da Universidade Federal do Parand (CEM-UFPR), no campus
Politécnico, em Curitiba-PR. Para as andlises, as amostras foram preparadas pela deposicao de
uma gota da solu¢do diluida feita com agua e a amostra estudada, inseridas em uma grade de

cobre revestido com carbono.

4.7.2 Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva

As particulas magnéticas foram caracterizadas pela técnica de Microscopia eletronica
de varredura com espectroscopia de energia dispersiva acoplada (MEV/EDS). O equipamento
utilizado VEGA3 TESCAN estd localizado no Centro de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal do Parana (CEM-UFPR), no campus Politécnico, em Curitiba-PR. Para
as analises, as amostras PMag e Lac-PMag foram metalizadas com ouro e observadas nos
aumentos de 500 e 5000 vezes. Paralelamente ao MEV, foi realizado o EDS para identificacao

elementar qualitativa do material.

4.7.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Foram realizadas analises das amostras PMag, PMag-func e Lac-PMag em
Espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) (VARIAN, 640-IR,
Santa Clara, California). As analises foram medidas em ATR (Attenuated total reflection)

(PIKE-Miracle com cristal de ZnSe), na faixa de resolucdo de 4 cm™!, faixa de leitura de 4000
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a 650 cm’! e 64 scans. As anélises foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Analises
Quimicas (LAMAQ), localizado na Sede Ecoville do Campus Curitiba da Universidade
Tecnologica Federal do Parana (UTFPR).

4.8 Caracterizacio das enzimas imobilizadas

4.8.1 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica das enzimas lacase

O efeito do pH sobre a atividade das enzimas livres e imobilizadas foi avaliado
utilizando a determinacdo da atividade enzimatica das lacases (se¢ao 4.5) com ABTS em
diferentes valores de pH (3, 4, 5, 6 ¢ 7). Para avaliar os diferentes pH foram utilizados tampoes
tartarato de sodio 50 mM pH 3,0, acetato de sédio 50 mM pH 4,0 e 5,0 e fosfato de sodio 50 mM
pH 6,0 ¢ 7,0. Todos os ensaios foram realizados em duplicata e a metodologia foi adaptada de

Brugnari e colaboradores (2018).

4.8.2 Estabilidade operacional das enzimas imobilizadas

Para avaliar a estabilidade operacional das enzimas imobilizadas, foram avaliados 5
ciclos operacionais consecutivos de reacdo de oxida¢do do ABTS. A reacdo foi realizada sob
agitacdo e a atividade de lacase imobilizada foi medida como descrito anteriormente na se¢ao
4.5. Para parar a reacdo, as lacases imobilizadas foram separadas da solugdo utilizando um ima
e lavadas 3 vezes com tampao Acetato de sddio 50 mM pH 5 antes de serem reutilizadas. Os
ensaios foram realizados em duplicata e a estabilidade operacional ao longo dos ciclos foi
avaliada por atividade relativa (%), definida como a relagdo entre a atividade enzimatica no

final de cada ciclo e a atividade enzimatica do primeiro ciclo (FORTES et al., 2017).

4.8.3 Estabilidade de armazenamento das enzimas imobilizadas

Para avaliar a estabilidade de armazenamento, utilizou-se a metodologia adaptada de
Fortes e colaboradores (2017). Para tanto, amostras individuais de lacase livre e imobilizada
foram armazenadas a -4 ° C por 30 dias em tampao Acetato de sddio 50 mM pH 5. Antes da
medicdo da atividade enzimatica, as amostras imobilizadas foram lavadas trés vezes com o

respectivo tampao. As atividades de lacase livre e imobilizada foram determinadas de acordo
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com o item 4.5. A estabilidade de armazenamento foi avaliada pela atividade relativa. A
atividade relativa (%) foi definida como a relagdo entre a atividade enzimdtica em um
determinado dia de armazenamento da enzima e a atividade inicial da enzima (t = 0) (FORTES
et al., 2017).

Além disso, foi avaliada a estabilidade de armazenamento de enzimas lacase

imobilizadas, sendo armazenada nessas mesmas condi¢des, por um tempo de 8 meses.

4.9 Preparo das solugoes de corantes e analise da remocao dos corantes

As amostras de corantes, Acid Black 172 e Acid Blue 277, foram cedidas por uma
industria téxtil da regido metropolitana de Curitiba, Parand. As solu¢des de corantes foram
produzidas a partir de diluigdes de uma solugio estoque de 1000 mg L' de cada corante.

As analises utilizadas para avaliar a concentragao dos corantes foram realizadas em
espectrofotometro UV-Visivel (UV-M51 BEL Engineering S.R.L, Monza, MB, Itdlia), a partir
de curvas analiticas predeterminadas. Os comprimentos de onda (A) utilizados foram 576 e
612 nm, para os corantes Acid Black 172 e Acid Blue 277, respectivamente, sendo ambos os

comprimentos de onda maximos de absor¢ao de cada corante.

4.10 Adsor¢ao dos corantes pelas particulas magnéticas (PMag)

4.10.1 Estudo dos efeitos do pH e da temperatura no processo de remoc¢ao de cor

Os testes de adsor¢do foram realizados em batelada, em frascos Erlenmeyer de 50 mL,
contendo 10 mL da solugdo aquosa de corante e 25 mg de PMag, sob agitagcdo de 180 rpm em
incubadora shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil). Inicialmente, foram avaliadas
diferentes condi¢des de pH inicial (3, 4, 5, 6 e 7) na temperatura fixa de 30 °C, concentragdao
de corante de 50 mg L"!, por 4 horas. Os ajustes de pH foram realizados, antes da dilui¢io dos
corantes, na agua destilada utilizada para o preparo das solugdes, utilizando HC1 0,1 mol L' e
NaOH 0,1 mol L', As condigdes iniciais definidas para os ensaios foram adaptadas de Semido
e colaboradores (2020). Todos os ensaios foram realizados em triplicata € com controles de
corante sem a presenga das PMag. Apos o tempo de adsor¢ao requerido, com o auxilio de um

campo magnético (ima), as PMag foram separadas das solugdes e foram realizadas as analises
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de concentragao de corante residual no sobrenadante, de acordo com a metodologia descrita no
item 4.9.

O estudo do efeito da temperatura no processo de adsor¢do foi realizado variando a
temperatura (25, 35, 45 e 55 °C) do processo de adsor¢do. Para tanto utilizou-se as mesmas
condi¢cdes iniciais no pH que obteve os melhores resultados de remogao de cor para cada
corante. Apos obtencdo do pH e da temperatura que apresentaram as melhores taxas de

adsor¢ao, os mesmos foram utilizados para todos os testes seguintes.

4.10.2 Cinética da adsor¢ao

Em frascos Erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 25 mg de PMag em 10 mL de
solugdo de corante, em pH 3,0 e concentragdo de 50 mg L. Os frascos foram inseridos em
incubadora shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil), sob agitacio de 180 rpm e
temperatura 30 °C. Os frascos foram retirados nos tempos 0, 5, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240,270 e 300 min e em seguida, com o auxilio de um campo magnético (ima), foram realizadas
analises da concentracao de corante residual no sobrenadante, em espectrofotometro, de acordo
com a metodologia descrita no item 4.9. Os ensaios experimentais foram realizados em
triplicata e os resultados obtidos foram ajustados aos modelos de Pseudo-primeira, Pseudo-
segunda ordem, Elovich e Difusdo intraparticulas, visando demonstrar a qual modelo os dados
se ajustam e dessa forma avaliar qual modelo melhor descreve o processo ocorrido. As equagdes

dos respectivos modelos estdo apresentadas no Quadro 2 da secao 3.4.1.

4.10.3 Isotermas da adsor¢ao

Apo6s determinado o tempo de equilibrio, a partir dos dados de cinética, foram realizados
os estudos das isotermas de adsor¢@o. Em Erlenmeyers de 50 mL foram adicionados 25 mg de
PMag e 10 mL das diferentes concentracdes de solu¢do corante (10, 25, 50, 75, 100 e
150 mg L") com o pH ajustado para 3,0. Os frascos foram inseridos em incubadora shaker
(Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil), sob agitagdo a 180 rpm e 30 °C, até que atingissem o
tempo de equilibrio. Com o auxilio de um campo magnético (ima), as PMag foram separadas
do sobrenadante que foi analisado para avaliar a concentra¢do de corante residual, em
espectrofotometro UV-Visivel (UV-M51 BEL Engineering S.R.L, Monza, MB, Italia), de

acordo com a metodologia descrita no item 4.9. Os dados experimentais obtidos foram
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ajustados aos modelos de isotermas de Langmuir, Freundlich, Sips e Temkin. As equagdes dos

respectivos modelos também estdo apresentadas no Quadro 2 da segdo 3.4.1.

4.10.4 Dessor¢ao e retso

Os testes de dessorgdo e retiso foram realizados por 6 ciclos consecutivos em incubadora
shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil), sob agitacdo de 180 rpm e temperatura 30 °C.
Depois da adsor¢ao nas condi¢des predeterminadas, as PMag foram separadas da solu¢ao com
a aplicacdo de um campo magnético, e foram adicionadas em uma solugio de NaOH 0,5 mol L!
para dessor¢dao dos corantes por um periodo de 120 minutos, de acordo com a metodologia
adaptada de Zheng e colaboradores (2019a). Apods a dessorcao, as PMag foram lavadas com

agua destilada para posterior reutilizagao.

4.11 Processo combinado de adsorcio e biodegradacio dos corantes pelas lacases

imobilizadas nas particulas magnéticas (Lac-PMag)

Os testes de adsor¢do e biodegradagdo simultdnea foram realizados em batelada, em
frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo 10 mL da solucdo aquosa de corante e 25 mg de
Lac-PMag (0,3 U mL"! de lacase em 25 mg de particulas), sob agitacio de 180 rpm em
incubadora shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil). Para avaliar as possiveis
interferéncias do processo de imobilizagdo enzimatica na remog¢ao do corante, todos os testes
também foram realizados com as PMag, com as PMag-func (particulas magnéticas apds o
processo de funcionalizagdo com APTES e glutaraldeido e sem a adi¢ao das enzimas) e com as

enzimas livres (extrato de enzimas lacase) (0,3 U mL™).

4.11.1 Estudo dos efeitos do pH e da temperatura no processo de remocgao de cor

Inicialmente, foram avaliadas diferentes condi¢des de pH inicial (3, 4, 5, 6 ¢ 7) na
temperatura fixa de 30 °C, concentracio de corante de 50 mg L™!, por 4 horas. Os ajustes de pH
foram realizados, antes da diluicdo dos corantes, na 4gua destilada utilizada para o preparo das
solugdes, utilizando HCI 0,1 mol L' e NaOH 0,1 mol L. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e com controles contendo apenas o corante. Ap6s o tempo requerido, com o auxilio

de um campo magnético (imd), as particulas foram separadas das solucdes e foram realizadas
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as analises de concentragdo de corante residual no sobrenadante, de acordo com a metodologia
descrita no item 4.9.

O estudo do efeito da temperatura no processo de adsorc¢ao e biodegradagao foi realizado
variando a temperatura (25, 35, 45 e 55 °C) do processo. Para tanto utilizou-se as mesmas
condi¢cdes iniciais no pH que obteve os melhores resultados de remogao de cor para cada
corante. Apos obten¢cdo do pH e da temperatura que apresentaram as melhores taxas de

remogao, os mesmos foram utilizados para todos os testes seguintes.

4.11.2 Estudo dos efeitos do tempo de processo

O estudo dos efeitos do tempo na remocao do corante por adsorcdo e biodegradacao foi
realizado nas condi¢des descritas inicialmente, em pH 3,0 e concentracdo dos corantes de
50 mg L!. Os frascos foram inseridos em incubadora shaker (Solab SL 222-Piracicaba, SP,
Brasil), sob agitacdo de 180 rpm e temperatura 30 °C. Os frascos foram retirados nos tempos 5,
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 min e em seguida, com o auxilio de um campo
magnético (imad), foram realizadas andlises da concentracdo de corante residual no
sobrenadante, em espectrofotdometro, de acordo com a metodologia descrita no item 4.9. Os

ensaios experimentais foram realizados em triplicata.

4.11.3 Estudo dos efeitos da concentracao inicial dos corantes

Ap6s determinado o tempo de equilibrio, a partir dos dados do estudo do efeito do tempo
na remog¢ao dos corantes, foram realizados os estudos avaliando a interferéncia da concentragao
inicial dos corantes. Os testes foram realizados nas condi¢des descritas inicialmente, avaliando
as diferentes concentracdes de solugdo corante (5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200 e
300 mg L") com o pH ajustado para 3,0. Os frascos foram inseridos em incubadora shaker
(Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil), sob agitacdo a 180 rpm e 30 °C, até que atingissem o
tempo de equilibrio. Com o auxilio de um campo magnético (imd), as particulas foram
separadas do sobrenadante que foi analisado para avaliar a concentragdo de corante residual,
em espectrofotometro UV-Visivel (UV-M51 BEL Engineering S.R.L, Monza, MB, Italia), de

acordo com a metodologia descrita no item 4.9.



45

4.11.4 Retiso

Os testes de reuso foram realizados por 4 ciclos consecutivos em incubadora shaker
(Solab SL 222-Piracicaba, SP, Brasil), sob agitagao de 180 rpm e temperatura 30 °C, com a
concentragio inicial de corantes de 50 mg L. Depois da adsor¢io e biodegradacio nas
condi¢des predeterminadas, as Lac-PMag foram separadas da solu¢do com a aplicagdo de um
campo magnético, e foram lavadas com Tampao Acetato de Sodio 50 mM pH 5, para posterior

reutilizagao.

4.12 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média = desvio padrao e as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software Origin™ 8.5/2010. O teste de Tukey foi usado para comparacao
entre as médias, com diferenga considerada estatisticamente significativa quando p <0,05. Os
dados experimentais foram ajustados aos modelos ndo lineares utilizando o software Origin™

8.5/2010. O melhor ajuste foi determinado com base no coeficiente de determinacao (R?)
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5 RESULTADOS

5.1 Producao do extrato enzimatico

A producdo das enzimas lacase a partir dos fungos da podridao branca Trametes villosa,
Lentinus crinitus, Pycnoporus sp. e Agaricus sp. foi avaliada usando um meio de cultivo
semissolido, o qual demonstrou ser eficiente para induzir a produgdo enzimatica da lacase. A
cepa que obteve melhores resultados na produgao das enzimas lacase foi a de Trametes villosa,
como pode ser observado na Tabela 1. Portanto, essa cepa foi utilizada para a producdo das
enzimas lacase utilizadas nas proximas etapas do estudo.

A diferenga na atividade enzimatica das lacases produzidas pelas cepas estudadas se
deve ndo so6 devido as caracteristicas bioquimicas de cada fungo, mas também a afinidade das
mesmas com o meio de cultivo utilizado. No estudo de Yamanaka e colaboradores (2008), a
composi¢do do meio exerceu influéncia sobre a producdo de enzimas lacases por Trametes
villosa CCB176. Os autores obtiveram maior rendimento da atividade de lacase com a adigao
de cobre no meio e destacam a relevancia do estudo nutricional do meio, na aplicagdo

biotecnoldgica de cada espécie de fungo avaliada.

Tabela 1. Produg@o de lacases por fungos da podriddo branca em cultivo semissélido estatico apos 7
dias de incubagio.

Cepa Atividade Enzimatica (U L)
Trametes villosa 17.000,00
Lentinus crinitus 1.148,00
Pycnoporus sp. 2.851,00
Agaricus sp. 0,00

Fonte: Autoria propria (2020).

O meio de cultivo utilizado, contendo residuos agroindustriais como substrato e ions
metalicos como indutores para a producdo de enzimas lacase, ja foi estudado em laboratorio
(REIDI, 2019). Esse meio enriquecido fornece nutrientes semelhantes ao meio natural de
crescimento de basidiomicetos e, portanto, viabiliza a producdo de lacases com elevada
atividade enzimatica.

Residuos agroindustriais, como as cascas de arroz, o bagaco de uva Bordd e o bagaco
de cana, possuem baixo custo e ampla disponibilidade. Além de fornecerem os substratos
lignoceluldsicos necessarios para a fermentagcdo fungica e para a indugdo da produgdo das
enzimas lacase, o processo agrega valor a esses residuos e minimiza o impacto ambiental

causado pelo acimulo dos mesmos na natureza. Dessa forma, a aplicacdo desses residuos em
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processos biotecnologicos ¢ viavel, onde o processo utiliza um produto de baixo valor agregado
para a produg¢do de outro com alto valor agregado, como ¢ o caso das enzimas lacase
(AKPINAR; OZTURK, 2017; ALEXANDRINO et al., 2007).

O uso de elementos tragos no meio de cultivo para producao de lacases fingicas também
¢ relatado em literatura, com o objetivo de aumentar a atividade enzimdtica. No estudo de
Knezevic e colaborares (2014), o uso dos elementos tragos Mn**, Cu?*, Zn>* e Fe?" na produgio
de enzimas lacase a partir do fungo Trametes gibbosa, foram avaliados. Os autores relatam que
nas concentracoes ideais, os elementos estimularam o aumento da atividade enzimatica das
lacases. Além disso, os autores indicam que esse impacto positivo na atividade enzimatica
utilizando algumas concentragdes de Mn** pode ser explicado pela indugio da transcrigio
génica, o que também foi relatado por Piscitelli et al. (2011).

A presenga de ions metalicos como indutores, afeta a produgao de enzimas lacase, o que
ocorre como uma resposta de defesa dos microrganismos ao estresse ambiental em que sdo
submetidos, sintetizando pigmentos que evitam a absor¢ao desses metais como xenobiodticos
(GALHAUP; HALTRICH, 2001). No entanto, ¢ possivel observar que o mesmo meio utilizado,
contento os indutores, apresentou respostas diferentes para os diferentes fungos utilizados.
Desse modo, alguns fungos tem a producdo enzimatica aprimorada quando utilizado os ions
metalicos, enquanto outros podem sofrer a inibi¢do da producao de enzimas.

Lacases de Trametes villosa j& foram relatadas em diferentes estudos, principalmente na
forma comercializada (AHN et al., 2007; BASTO et al., 2007; XU et al., 1999; ZILLE et al.,
2005). Outros fungos relatados na obtencdo de enzimas lacases sdo os filamentosos
pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota, como: Irpex lacteus, Phanerochaete
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Myceliophthora thermophila.
Chaetomium thermophile, Agaricus bisporus, Phanerochaete chrysosporium e Suillus
granulatus (DESKA; KONCZAK, 2019).

Além disso, um estudo comparou a produgdo de lacases a partir de bactérias, fungos e
plantas em relacdo a sua estrutura e fungdo, relatando que as lacases fingicas possuem uma
melhor aplica¢do em processos cataliticos devido ao seu alto potencial redox (DWIVEDI et al.,
2011). Outro fator importante, que aumenta o potencial de aplicagdo de lacases flngicas na
oxidagdo de poluentes € a especificidade de substrato relativamente baixa, o que torna as lacases

eficientes na oxida¢do de uma grande variedade de substancias (DESKA; KONCZAK, 2019).
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5.2 Sintese das particulas magnéticas (PMag)

Durante o processo de sintese, a mudanga de coloragdo na solucdo contendo sais de
Fe ap6s o ajuste do pH para a faixa de 11,0-12,0, caracterizou a precipitagdo do Fe para
formacao das particulas (POSPISKOVA; PROCHAZKOVA; SAFARIK, 2013; ZHENG et al.,
2010). Apds os processos de tratamento térmico em micro-ondas, lavagem e secagem em estufa,
as particulas sintetizadas na forma de um p6 na cor preta adquiriram propriedades magnéticas
como pode ser observado na Figura 5, onde as mesmas sdo atraidas pela forca de um campo

magnético aplicado (ima).

Figura 5. PMag expostas a um campo magnético (ima).

Fonte: Autoria propria (2020).

Os autores Bruce e colaboradores (2004) relatam que os 6xidos de ferro apresentam
variacao de cor e isso pode ser usado como um auxilio na sua identificagdo e pureza em alguns
casos. O Quadro 5 indica as cores diferentes para cada 6xido de ferro. De acordo com a

coloracdo, a predominancia das particulas sintetizadas nesse estudo ¢ de magnetita.
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Quadro 5. Cor dos diferentes tipos de 0xido de ferro.

Oxido de ferro Cor
Magnetita Preto
Maghemita Marrom avermelhado
Hematita Vermelho
Feroxita Vermelho marrom
Lepidocrocita Laranja
Goetita Amarelo marrom
Akaganeita Amarelo marrom

Fonte: Adaptado de Bruce et al. (2004)

A magnetita ¢ um material quimicamente estavel e de ocorréncia natural que ¢
considerada um material ndo perigoso, ndo téxico e ndo cancerigeno. Além disso,
nanoparticulas e microparticulas de magnetita vem sendo utilizadas com boa capacidade de

adsorc¢ao na remogao de diferentes poluentes (DEBS et al., 2019).

5.3 Imobilizacao das enzimas lacase

Antes da imobiliza¢do das enzimas lacase, as PMag foram modificadas utilizando o
APTES para a adi¢do de grupos amino na superficie das particulas, processo chamado de
silanizacdo. A silaniza¢do ¢ uma reacdo de compostos organossilanos com a superficie das
PMag. A formula geral dos silanos ¢ Y(CH2)nSi(OR)3, sendo Y um grupo organofuncional (—
CH=CH,, —Cl, -NH; ou —N=C=0) e OR um grupo alcoxi (-OCHj3 ou “OC;Hs). Os grupos
(OR)3 formam uma ligacdo covalente entre as moléculas do silano e as hidroxilas presentes na
superficie das PMag, onde esses grupos se hidrolisam formando grupos silanois (Si-OH)
(ALBUQUERQUE et al., 2017).

Na outra extremidade da ligagcdo quimica, o APTES forneceu grupamentos amino que
reagiram com os aldeidos do glutaraldeido, agente reticulador adicionado posteriormente. Essa
ligagdo formou uma base de Schiff com os grupamentos provenientes da aminagdo quimica e
obteve-se assim as PMag-func. Apos essas ligagdes, um grupo aldeido terminal foi fornecido,
onde ligaram-se enzimas lacase (WANG et al., 2018), formando assim as Lac-PMag. Todo esse

processo estd esquematizado na Figura 6.
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Figura 6. Esquema da imobiliza¢do das enzimas lacase nas PMag.
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Nota: PMag: Particulas magnéticas; PMag-func: Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e
glutaraldeido; Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

As PMag demonstraram eficiéncia na imobilizagdo das enzimas lacase com melhor
rendimento de imobilizagdo (RI) quando utilizadas as menores condigdes iniciais de enzima,
sendo 99,84 + 0,18 % quando utilizado 0,3 U mL ! de lacase e 99,55 = 0,20 % quando utilizado
0,1 UmL"! (Tabela 2). Quando se aumentou a quantidade de enzima inicial no processo de
imobilizagdo, o rendimento de imobiliza¢cdo foi menor. Isso provavelmente se deve a saturacao
dos sitios de ligacdo das PMag, onde algumas moléculas de lacase encontraram sitios ativos
livres e as que ndo se ligaram ao suporte, permaneceram no sobrenadante. Comportamento
similar foi relatado em estudos anteriores (WU et al., 2019).

Apesar do RI apresentar valores estatisticamente iguais para as duas menores condigdes
iniciais de lacase, definiu-se para avaliar os proximos testes de imobiliza¢cdo das enzimas lacase
nas PMag, a condi¢io de 0,3 U mL!. Essa condigio foi escolhida por ser uma maior quantidade
de enzima utilizada por grama de suporte, sem que ocorra o desperdicio de enzimas lacase no

sobrenadante, como ocorreu na maior condigao inicial.
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Tabela 2. Rendimento de imobilizagdo e Atividade recuperada das enzimas lacase nas trés condigdes
iniciais avaliadas.

Condi¢io inicial (U mL™) RI (%) AR (%)
0,1 99,55+ 0,20 46,18 +£0,77
0,3 99,84*+ 0,18 36,24°+£ 0,21
1,0 81,01°+ 1,97 18,73+ 0,11

Nota: RI: Rendimento de imobilizacdo; AR: Atividade recuperada. Médias com letras minusculas iguais
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey com 95% de confianca.
Fonte: Autoria prépria (2020).

A atividade recuperada (AR) das enzimas imobilizadas foi mais alta nas menores
concentragoes iniciais de enzima. Em diversos estudos, o processo de imobilizagdo enzimatica
demonstra baixa recuperacao de lacase, porém, costumam apresentar melhorias na estabilidade
operacional e estabilidade contra agentes desnaturantes (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2013).

A ligagdo covalente, como a utilizada no processo de imobilizacdo da enzimas lacase
para formar as Lac-PMag, gera ligagdes fortes entre a enzima e o suporte, permitindo uma facil
manipulagao e reutilizagdo, sem que ocorra a lixiviagao das enzimas do suporte (MOREIRA et
al., 2017). No entanto, esse tipo de ligacdo possui uma desvantagem, que ¢ a possivel
modificagdo da estrutura da lacase no seu sitio ativo, o que pode contribuir para a baixa
recuperacio da atividade da enzima imobilizada (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2013).

No estudo de Fortes et al. (2017), os autores relatam que o aumento da atividade
recuperada com a diminui¢cdo da concentracdo de enzima ¢ um indicativo de saturacdo do
suporte que se deve ao excesso de enzima em solu¢do. Além disso, de acordo com Wang et al.
(2013) e Jiang et al. (2009) que realizaram estudos de imobilizacdo de lacase em nanoparticulas
de silica mesoporosa e nanoparticulas magnéticas, respectivamente, também ocorreu um
decréscimo na atividade recuperada com o aumento da concentragdo inicial de enzima. Os
autores descrevem que pode ocorrer uma barreira de limitagdes de transferéncia de massa
devido a saturagdo, o que leva a interagdes entre uma proteina e outra e inibe a flexibilidade da
conformagdo proteica.

Os efeitos do pH na atividade das enzimas livres e imobilizadas estdo apresentados na
Figura 7. Como pode ser observado, o valor 6timo de pH foi 3,0 para as duas formas avaliadas.
Ambas as formas de lacase, livres e imobilizadas, apresentaram alta reducdao de atividade
enzimatica com o aumento do pH, sendo a atividade relativa da enzima imobilizada menor do

que da enzima livre.
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A diminuicao da atividade relativa pode ocorrer devido a mudangas que ocorrem na
conformac¢ao das enzimas durante o processo de imobilizagdo. Além disso, em altos valores de
pH, as enzimas podem ser desnaturadas pois a estrutura da proteina depende da ionizagdo das
cadeias laterais dos aminoacidos. A desnaturagao ¢ uma alteragao na estrutura dimensional que
pode causar a perda de funcdo da proteina. Em valores extremos de pH, a carga liquida das
proteinas ¢ alterada, o que causa uma repulsdo eletrostatica e consequentemente a quebra de

algumas ligag¢des de hidrogénio (NELSON; COX, 2014).

Figura 7. Efeito do pH na atividade enzimatica das enzimas livres e imobilizadas.
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Nota: Médias com letras mintisculas iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey com 95% de
confianga.
Fonte: Autoria préopria (2020).

A estabilidade operacional das enzimas imobilizadas foi avaliada por 5 ciclos (Figura 8).
O primeiro ciclo apresenta um valor menor, o que pode ser explicado pela reacao que ocorre
com o tipo de suporte escolhido para a imobilizagdo. Como as PMag possuem capacidade de
adsor¢do, no primeiro ciclo o produto da reagdo do ABTS ¢ adsorvido pelas particulas,
ocasionando essa menor degradacdo do substrato pelas enzimas imobilizadas. A partir do
segundo ciclo, os sitios de ligacdo das PMag estdo saturados e ndo ocorre mais a adsor¢ao do
ABTS e assim o0 mesmo ¢ liberado ao meio reacional, possibilitando a leitura colorimétrica.

No terceiro ciclo, um decaimento gradual na atividade enzimdtica das lacases
imobilizadas ¢ observado até os dois ciclos seguintes. E importante ressaltar que no quinto ciclo
a enzima imobilizada ainda retinha 41,0 % da sua atividade inicial. Esse decaimento ja foi

observado em outros estudos e pode ser atribuido a desnaturagdo gradual das enzimas e ndo a
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dessor¢do das enzimas imobilizadas devido as ligagdes entre a enzima e o suporte serem
ligacdes covalentes (FORTES et al., 2017).

Para a aplicacdo em escala industrial, ¢ importante que a lacase imobilizada mantenha
alta atividade enzimatica por varios ciclos de reutilizagdo e, a0 mesmo tempo, que 0 processo
seja de facil recuperagdo. Dessa forma, devido a facilidade de recuperagdo da enzima
imobilizada com a aplicagdo de um campo magnético externo e da possibilidade de utilizagdo
durante diferentes ciclos, esse estudo demonstra claramente o alto potencial de aplicagao das

Lac-PMag.

Figura 8. Estabilidade operacional das enzimas lacase imobilizadas.
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Nota: Médias com letras mintsculas iguais nao diferem entre si, pelo teste de Tukey com 95% de
confianca.
Fonte: Autoria propria (2020).

A estabilidade e a atividade das enzimas sdo naturalmente reduzidas durante um certo
tempo de armazenamento. Neste estudo foi avaliada a estabilidade da lacase livre e imobilizada,
armazenada a -4 ° C por 30 dias (Figura 9).

A enzima imobilizada reteve 94,28 + 0,01 % de sua atividade inicial, enquanto a enzima
livre reteve 87,46 = 0,01% de sua atividade inicial apds 30 dias de armazenamento. Dessa
forma, a lacase imobilizada manteve sua atividade enzimatica inicial alta apds 30 dias, o que
demonstra que durante a imobilizacdo, ndo ocorreram mudangas na conformacgdo da enzima
que afetam a estabilidade da lacase imobilizada. Além disso, no teste realizado com a enzima

imobilizada e armazenada durante 8 meses, a atividade relativa ao primeiro de armazenamento
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foi de 91,00 + 0,02%, ou seja, mesmo apds 8 meses armazenada as enzimas imobilizadas ainda
possuem alta atividade catalitica.

A estabilidade de armazenamento ¢ um parametro significativo para biocatalisadores
enzimaticos aplicados em processos de biotecnologia (FORTES et al., 2017). De acordo os
resultados obtidos, as Lac-PMag possuem uma boa estabilidade de armazenamento, elucidando

ainda mais o seu potencial para uso na degradagao de diferentes compostos.

Figura 9. Estabilidade de armazenamento das enzimas livres e imobilizadas a -4 °C.
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Fonte: Autoria propria (2020).

5.4 Ponto de carga zero

Os graficos da determinagao do pHpcz das PMag e das Lac-PMag estao apresentados na
Figura 10. Pode-se visualizar que para as PMag o pH na faixa de 6,0 a 8,0 apresentou uma baixa
modificacdo, sendo o pHpcz das mesmas igual a 7,0. Esse valor ¢ consistente com dados
publicados em literatura onde o valor relatado de pHpcz para particulas de 6xido de ferro varia
entre 6,5 ¢ 7,4 (ABDULLAH et al., 2019). J4 para as Lac-PMag, a faixa de pH que manteve
uma constancia foi de 4,0 a 6,0, com um pHpcz igual a 5,0.

A diferenca no pHpcz apds o processo de imobilizagdo das enzimas lacase, ou seja, da
producdo das Lac-PMag, se deve a modificacdo ocorrida na superficie das particulas apds a

silanizacdo com APTES e a funcionalizacdo com glutaraldeido. Além disso, a ligagcdo das
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enzimas lacase na superficie das particulas também pode ter influenciado na diferen¢a de pHpcz,

devido a carga elétrica das proteinas.

Figura 10. Graficos da determinacdo do ponto de carga zero das PMag (A) e das Lac-PMag (B).
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Fonte: Autoria propria (2020).

12

A partir do pHpcz € possivel avaliar o comportamento das cargas da superficie de uma

substancia solida quando esta entra em contato com uma solugdo liquida. Quando o pH da

solucdo estiver abaixo do pHrcz, a superficie do solido estara carregada positivamente, e dessa

forma a adsorc¢do de anions ¢ facilitada para balancear estas cargas positivas. O contrario ocorre

em solucdes aquosas com um pH maior que o pHpcz, onde tem-se uma superficie negativamente
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carregada, e dessa forma, a adsor¢ao de substancias cationicas ¢ facilitada (NASCIMENTO et

al., 2014; REGALBUTO; ROBLES, 2004).
5.5 Caracterizagao das particulas magnéticas
5.5.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A morfologia das PMag foi avaliada por meio de MET. Na Figura 11 pode ser observado
que as mesmas se encontram em formas diversas e irregulares. Também pode ser observado em
relacdo ao tamanho, que ocorre uma heterogeneidade no tamanho das particulas, o que

demonstra que algumas estdo em escala nanométrica e outras em escala micrométrica.

Figura 11. Micrografias de microscopia eletronica de transmissdo das PMag com aumentos de 8.000
(A), 40.000 (B), 3.000 (C) € 20.000 vezes (D).

2 pum

Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana (CEM-UFPR).

Devido as propriedades magnéticas das particulas e também ao proprio método de
analise de microscopia eletronica de transmissdo, onde as particulas encontram-se suspensas
em solu¢do, as PMag formam aglomerados. Dessa forma, devido ao estado de aglomeracao e a
heterogeneidade no tamanho das particulas, a defini¢cdo exata do tamanho médio das PMag ¢

dificultada, e definiu-se que ocorre uma mistura de nanoparticulas e microparticulas.
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5.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

A anadlise de MEV foi empregada para caracterizar ainda mais a topografia da superficie
dos materiais sintetizados. Como pode ser observado na Figura 12A-B, as PMag estao
aglomeradas, possuem formas e tamanhos irregulares e a superficie rugosa. O aglomeramento
deve-se a propriedade magnética, a qual mantém as particulas atraidas umas pelas outras e a
alta energia superficial decorrente do tamanho reduzido (WANG et al., 2017).

Além disso, as particulas magnéticas podem apresentar diferentes formas, cores,
tamanhos, cargas idnicas da superficie e propriedades magnéticas, que variam de acordo com
o método de sintese (DARWESH; MATTER; EIDA, 2019).

Na Figura 12C-D, ¢ possivel observar que ocorreu uma modificagdo na superficie das
PMag apds o tratamento utilizado para a imobilizacdo das enzimas lacase. O processo de
funcionalizacdo com glutaraldeido e APTES, o qual foi realizado com o objetivo de inserir
grupos funcionais para a ligacdo das enzimas lacase, também modificou a superficie das
particulas, tornando-a mais lisa.

Virios métodos sdo empregados para revestir micro e nanoparticulas com o objetivo de
proteger os nucleos de 6xido de ferro da corrosdo e também para evitar que as particulas se
aglomerem. Geralmente, ¢ realizado um tratamento quimico ou a adi¢do de um polimero nas
particulas para a fabricacdo de materiais magnéticos (ALI et al., 2016).

Além disso, estudos relataram a modificagdo da superficie dessas particulas com a
adicdo de diferentes tipos de grupos funcionais, utilizando Carboxilatopilar [5] areno (ZHANG
etal., 2019), Brometo de 2-bromoisobutiril e 3-aminopropiltrietoxissilano (YANG et al., 2019),
N-[3-(Trimetoxisilil) propil] etilenodiamina (SAHOO et al., 2019), metacrilato de poli glicidilo
(GUOQOcetal., 2019) e APTES (CUTI et al., 2018) como reagentes. Esse ¢ um método consideravel
para aprimorar o desempenho de particulas magnéticas e, assim, estender suas aplicagdes, tanto
para imobilizagdo enzimadtica, quanto para aprimorar a adsor¢ao de diferentes compostos

(ZHANG et al., 2019).
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Figura 12. Fotomicrografias de microscopio eletronico de varredura: PMag com aumento de 500
vezes (A) e 5000 vezes (B); Lac-PMag com aumento de 500 (C) e 5000 vezes (D).
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Nota: PMag: Particulas magnéticas; Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana (CEM-UFPR).

As microanalises por EDS forneceram analises qualitativas dos elementos quimicos
distribuidos na superficie das amostras, ou seja, a composi¢do das particulas analisadas
(Tabela 3).

A caracteriza¢do por EDS confirmou a presenca de ferro (56,1 %), oxigénio (25,4 %),
carbono (17,4 %), silicio (0,8 %), manganés (0,2 %) e enxofre (0,1 %) nas PMag, indicando
que a fabricacdo das particulas de Fe3;Os foi bem sucedida. A presenca desses elementos
também foi confirmada na amostra de Lac-PMag, exceto o manganés. Estes resultados
indicaram que a estrutura do Fe3O4 nao foi afetada ou oxidada pelas reagdes.

Quando comparados os elementos das PMag com os elementos encontrados nas
Lac-PMag foi detectada a presenca de cloro (0,2 %) e fosforo (0,2 %) na amostra de Lac-PMag

e um aumento na quantidade de silicio (1,6 %). Esses elementos que estdo presentes na amostra,
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sdo resultantes dos processos e dos reagentes utilizados para a imobilizacao das enzimas lacases

nas particulas magnéticas.

Tabela 3. Resultados de EDS da composi¢ao quimica das PMag e das Lac-PMag (Dados em % de

massa).
Elementos PMag Lac-PMag
Ferro 56,1 42.4
Oxigénio 25,4 29,2
Carbono 17,4 26,3
Silicio 0,8 1,6
Manganés 0,2 -
Enxofre 0,1 0,1
Cloro --- 0,2
Fosforo --- 0,2

Nota: EDS: Espectroscopia de energia dispersiva; PMag: Particulas magnéticas; Lac-PMag: Lacases
imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana (CEM-UFPR).

5.5.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de FT-IR das PMag, PMag-func e das Lac-PMag (Figura 13) foram
determinados para confirmar a presenga do grupo amino terminal nas particulas apds o processo
de funcionaliza¢do. Uma ampla banda é observada na faixa de 3600-3000 cm™! no espectro das
PMag, que pode ser atribuida ao estiramento do grupo de hidroxila (O-H), o qual apresenta
bandas caracteristicas nesta faixa (GOMEZ et al., 2018). Além disso, a banda em 1643 cm™
corresponde a vibracdo de flexdo também de hidroxilas. As bandas em 2902 e 2836 cm'!
indicam as vibracdes de alongamento simétrico e assimétrico de C—H existentes em grupos CH»
(KASHEFI; BORGHEI; MAHMOODI, 2019). As bandas 1330 e 892 cm™ representam
vibragdes de flexdo de CH e a banda em 1108 cm™! representa a ligagio Si-O (JIANG et al.,
2009).

Apo6s o processo de funcionalizacdo (PMag-func) e da imobilizacdo das enzimas lacase
(Lac-PMag), ocorreu a modificagdo das bandas descritas acima, diminuindo a intensidade das
mesmas. Além destas, surgiu uma banda em 1556 cm™ que corresponde a vibragdo de flexdo
do N-H, presente em NH> (FORTES et al., 2017; GOMEZ et al., 2018; WANG et al., 2018).
Portanto, pode-se inferir que a ligagdo dos grupos amino na superficie das particulas para

formagdo das PMag-func e das Lac-PMag ¢ confirmada.
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Figura 13. Espectros no infravermelho das PMag, PMag-func e Lac-PMag.
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Nota: PMag: Particulas magnéticas; PMag-func: Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e
glutaraldeido; Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

5.6 Adsorcao dos corantes pelas particulas magnéticas (PMag)

5.6.1 Estudo dos efeitos do pH e da temperatura

Em processos de adsor¢do, o pH da solucdo de corante influencia o processo de forma
significativa devido a sua interferéncia nas propriedades da superficie do adsorvente e da
1onizacao e dissociacao das moléculas de corante. O efeito do pH na adsor¢ao dos corantes pelo
adsorvente PMag ¢ ilustrado na Figura 14A. Para o corante Acid Blue 277, a eficiéncia de
remocao decai de 85,2 = 1,70 % para 4,7 = 2,65 % com o aumento do pH da solugdo de 3,0
para 5,0. Nos valores de pH 6,0 e 7,0, ndo ocorreu a remogao do corante da solugao.

Para o corante Acid Black 172, a diferenga de descoloracao do corante com a mudanga
de pH nao foi tdo expressiva. Em pH 3,0 a descoloragdo foi de 94,8 + 2,25 % diminuindo
gradativamente até 46,0 = 1,86 % em pH 7,0.

A menor taxa de adsor¢cao dos corantes em meio alcalino ocorre devido a competicao
do excesso de ions OH com as moléculas de corante anionico pelos locais de adsor¢cao (WANG

et al., 2015). Esse decréscimo na remocao dos corantes também pode ser explicado a partir do

ponto carga zero (pHpzc) do adsorvente. Em teoria, quando o pH ¢ menor que o pHpzc (7,0), a
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superficie das PMag ¢ protonada e se torna positivamente carregada. Esse fato propicia a
adsorc¢ao de moléculas de corante com carga negativa por atragdo eletrostatica.

O efeito da temperatura na adsor¢ao dos corantes foi avaliado para as temperaturas 25,
35, 45 e 55 °C (Figura 14B). A adsor¢ao do corante Acid Blue 277 pelas PMag apresentou
melhores resultados nas menores temperaturas 25 e 35 °C, sendo 75,4 £ 1,03% ¢ 78,0 = 0,84 %

de remogao, respectivamente.

Figura 14. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na remocao dos corantes Acid Blue 277 e Acid
Black172 pelo adsorvente PMag. (10 mL de solugdo; concentragdo inicial de corante: 50 mg L!;
dosagem do adsorvente (PMag): 25 mg).
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Fonte: Autoria propria (2020).
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Para o corante Acid Black 172, ndo ocorreram mudangas significativas na remog¢ao do
corante com a mudanca da temperatura, oscilando de 93,4 + 0,5 % a 25°C para 96,0 = 0,67 %
a 55 °C. Sendo assim, para dar continuidade nos testes, para ambos os corantes definiu-se que
a temperatura utilizada seria 30 °C, visando facilitar o processo por ser uma temperatura mais

proxima da temperatura ambiente local e utilizada em processos de adsorg¢ao.

5.6.2 Cinética de adsorcao

A cinética de adsor¢do das PMag para os corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172 foi
investigada com 25 mg de adsorvente em solucdo de 10 mL de corante a uma concentragao
inicial de 50 mg L. Como mostrado na Figura 15, a capacidade de adsor¢do de ambos os
corantes no adsorvente aumenta rapidamente a medida que o tempo avanga e atinge um estado
de equilibrio em 120 minutos de processo. Nesse tempo a eficiéncia de remogao dos corantes
para as condic¢des utilizadas foram de 76,51 0,26 % e 94,42 + 0,50 % para os corantes
Acid Blue 2777 e Acid Black 172, respectivamente. A rapida adsor¢ao nos estagios iniciais do
processo de adsorcao ¢ atribuida a existéncia de grupos funcionais em abundancia presentes na

superficie das particulas (ZHENG et al., 2019b).

Figura 15. Efeito do tempo de contato na adsor¢do dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172. (10
mL de solugdo; pH 3; concentragdo inicial de 50 mg L'!; dosagem do adsorvente (PMag): 25 mg;
temperatura: 30°C).
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Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).
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Comparado com alguns adsorventes relatados na literatura para adsor¢do de corantes,
como microparticulas magnéticas de quitosana (WANG et al., 2015; ZHENG et al., 2019a),
nanocomposito (LI et al., 2019b), microparticulas magnéticas (LONG; XIAO; CAO, 2017) e
nanoparticulas de polimeros (MOHAMMADIKISH; JAHANSHIRI, 2020), as PMag podem
atingir o equilibrio do processo de adsor¢cdo em tempo semelhante ou relativamente menor,
demonstrando que esse material adsorvente tem grande potencial de aplicag@o no tratamento de
aguas residuais para remogao de corantes.

Estudar a cinética de adsor¢do ¢ relevante ndo so para predizer a taxa na qual os
contaminantes alvo sdo removidos das solugdes aquosas, mas também para fornecer dados
importantes para o entendimento abrangente de quais mecanismos ocorrem no processo € as
possiveis formas de controle da taxa (ZHENG et al., 2019a). A cinética de adsor¢do foi entdo
descrita usando os modelos de Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem, Elovich e
Difusao intraparticula.

Os parametros relevantes e as curvas dos dados ajustados aos modelos sdo mostrados
na Tabela 4 e na Figura 16, respectivamente. Como pode ser observado, o modelo de Pseudo-
segunda ordem apresentou valores de coeficientes de correlagdo (R?) proximos a 1, indicando
que esse modelo pode correlacionar os dados da cinética para a adsor¢cdo de ambos os corantes.
Quanto ao modelo de Difusao intraparticula, os dados de adsor¢do ndo apresentaram um bom
ajuste ao modelo, o que significa que a difusdo intraparticula ndo foi a etapa de controle da taxa.

O modelo de Pseudo-segunda ordem descreve que a etapa limitante da taxa pode ser
caracterizada por uma sor¢do quimica envolvendo forcas de valéncia por meio do
compartilhamento ou troca de elétrons entre o material adsorvente (PMag) e o adsorvato

(corantes) (WANG et al., 2015).

Tabela 4. Parametros cinéticos para a adsor¢ao dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172 nas

PMag.
Pseudo Primeira-Ordem qi k; R?
Acid Blue 277 17,631 0,066 0,998
Acid Black 172 20,506 0,073 0,906
Pseudo Segunda-Ordem q2 k» R?
Acid Blue 277 19,006 0,004 0,999
Acid Black 172 21,196 0,010 0,990
Elovich a b R?
Acid Blue 277 4,262 0,305 0,997
Acid Black 172 2,706 1,081 0,835

Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).
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Figura 16. Modelos de cinética Pseudo-primeira ordem, Pseudo-segunda ordem ¢ Elovich para a
adsorcdo dos corantes Acid Blue 277 (A) e Acid Black 172 (B) nas PMag.
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Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

Para investigar o desempenho de adsor¢dao das PMag para os dois corantes estudados,

os modelos isotérmicos de equilibrio de adsor¢cao com diferentes concentracdes iniciais foram

avaliados a 30 °C. Esses modelos descrevem a relagdo entre a capacidade de adsor¢do de

equilibrio e a concentragdo

de equilibrio.
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Como visto na Figura 17, a eficiéncia de remoc¢ao foi maior nas menores concentragdes
de corantes, o que ocorre devido a saturagdo dos sitios de ligagdo das PMag com o aumento da
concentragdo do corante na solugdo. Na concentracdo inicial de 25 mg L' a eficiéncia de
remocao para o corante Acid Blue 277 foi de 99,1 + 0,83 % e para o corante Acid Black 172 foi
97,1 £ 0,33 %. Os dados obtidos foram analisados pelos modelos isotérmicos de Freundlich,

Langmuir, Sips e Temkin.

Figura 17. Eficiéncia de remog¢ao em relacdo ao aumento da concentra¢ao inicial para os corantes Acid
Blue 277 e do Acid Black 172. (10 mL de solucdo; pH 3; tempo de reag@o: 120 minutos; dosagem do
adsorvente: 25 mg; temperatura: 30 °C).
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Fonte: Autoria propria (2020).

Como apresentado na Tabela 5 e na Figura 18, os dados de adsor¢cdo de ambos os
corantes apresentaram maiores coeficientes de correlagio (R?) para o modelo de Sips. Esse
modelo apresenta uma combinac¢do dos modelos de Langmuir e Freundlich, considerando que
em baixas concentracdes do adsorvato, o comportamento da adsor¢do ¢ descrito pelo modelo
de Freundlich. Em altas concentragdes do adsorvato, a adsor¢ao ocorre em monocamada, o que
¢ descrito pela isoterma de Langmuir (OLIVEIRA et al., 2013). Além disso, o modelo de Sips
tem como um de seus pardmetros a capacidade maxima de adsorcdo, a qual foi 20,142 mg g !

para o corante Acid Blue 277 e 36,702 mg g ! para o corante Acid Black 172.
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Tabela 5. Parametros dos modelos de isotermas para a adsor¢ao dos corantes Acid Blue 277 e Acid

Black 172 nas PMag.

Freundlich kr n R?
Acid Blue 277 2,113 0,479 0,891
Acid Black 172 1,016 0,708 0,957

Langmuir Qmax kL R?
Acid Blue 277 26,707 0,024 0,964
Acid Black 172 57,278 0,008 0,980

Sips (max ks n R?
Acid Blue 277 20,142 0,041 1,718 0,998
Acid Black 172 36,702 0,020 1,395 0,999

Temkin B A¢ R?
Acid Blue 277 6,526 0,189 0,972
Acid Black 172 9,797 0,121 0,959

Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

Autores que utilizaram particulas magnéticas associadas a outros materiais ou apos
algum pré-tratamento, apresentaram maiores capacidades de adsor¢do de corantes. A
capacidade maxima de adsor¢ao para os corantes Food Yellow 3 e Acid Yellow 23 utilizando
microparticulas magnéticas de quitosana foi 357,14 mg gl e 116,128 mg g”!, respectivamente
(ZHENG et al., 2019a). Para o adsorvente nanoparticulas magnéticas de Fe3Os modificadas
com carboxilatopilar [5], a capacidade maxima de adsor¢do para o corante Methylene Blue foi
136,29 mg g e para o corante Crystal Violet foi 140,26 mg g”! (ZHANG et al., 2019).

No entanto, o adsorvente avaliado nesse estudo possui uma metodologia de sintese
simples e facil de ser aplicada quando comparado a outros adsorventes magnéticos,
apresentando assim vantagens para ser utilizado na remocao de corantes.

Materiais adsorventes com tamanho reduzido sdo eficientes em processos de adsor¢ao
devido a grande éarea superficial que possuem em poucos gramas de particulas, o que
proporciona uma grande razdo area superficial/volume, quando comparados a materiais
adsorventes em escala macro. Consequentemente, as particulas menores terao mais sitios ativos
disponiveis, favorecendo a capacidade de adsor¢ao dos corantes (NASCIMENTO et al., 2014).
Dessa forma, as PMag utilizadas nesse estudo apresentaram eficiéncia na adsor¢ao de corantes

anidnicos, apresentando mais do que 95% de remocao dos corantes em suas condigdes ideais.
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Figura 18. Modelos de isotermas Freundlich, Langmuir, Sips ¢ Temkin para a adsor¢do dos corantes
Acid Blue 277 (A) e Acid Black 172 (B) nas PMag.
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5.6.4 Dessorcao ¢ retiso

A reutiliza¢do do adsorvente ¢ um processo importante no que diz respeito a eficiéncia
econdmica na aplicagdo pratica. Considerando que o processo de adsor¢do foi mais eficiente

em pH 4cido, para avaliar o retiso do material adsorvente o NaOH 0,5 M foi selecionado como
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eluente para dessorcdo. Apds a dessor¢cdo, o adsorvente foi lavado com agua destilada e
utilizado novamente no processo de adsorcdo. O processo foi repetido seis vezes para
determinar a eficiéncia de remog¢ao dos corantes. Os resultados sdo mostrados na Figura 19. A
eficiéncia de remoc¢ao manteve-se pelos 6 ciclos demonstrando que as PMag podem ser
utilizadas na remoc¢do de corantes anionicos durante diversos ciclos, mantendo 95 % de

eficiéncia.

Figura 19. Eficiéncia do retiso das PMag na adsor¢@o do corante Acid Blue 277. (Eficiéncia de
remogdo nas condi¢des pH 3; concentragdo de corante 25 mg L!; dosagem do adsorvente: 25 mg;
temperatura: 30°C).
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Nota: PMag: Particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

5.7 Processo combinado de adsorcio e biodegradacio dos corantes pelas lacases

imobilizadas nas particulas magnéticas

O processo de remocao dos corantes por meio da adsor¢do e da biodegradagdo
simultanea foi realizado avaliando diferentes condi¢des, com o objetivo de conferir a
interferéncia de cada etapa do processo utilizado na imobilizagdo das enzimas lacases. Para
tanto, os testes de remocao dos corantes foram realizados utilizando as particulas magnéticas
(PMag), as particulas magnéticas apos o processo de funcionalizagdo com APTES e
glutaraldeido e sem as enzimas lacase (PMag-func), as enzimas lacase imobilizadas nas
particulas magnéticas funcionalizadas (Lac-PMag) e as enzimas lacase em sua forma livre

(Lacase livre).
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5.7.1 Estudo dos efeitos do pH e da temperatura

O estudo dos efeitos do pH e da temperatura na remocao dos corantes foi avaliado com
0 objetivo de definir as melhores condigdes para o processo de adsor¢ao com biodegradagdo
simultanea. Na Tabela 6 ¢ possivel visualizar que para a remocao do corante Acid Blue 277 as
Lac-PMag e as PMag-func apresentaram baixa variacdo na eficiéncia de remocdo para as
condig¢des de pH avaliadas. J4 as PMag s apresentaram remog¢ao do corante em pH 3 e a Lacase
livre apresentou reducdo de 15 e 21% em pH 6 e 7, respectivamente. Para o corante
Acid Black 172, as Lac-PMag, as PMag e as PMag-func apresentaram uma maior eficiéncia de
remocao do corante em pH 3. A Lacase livre apresentou uma melhor remog¢ao do corante em
pH4eS.

Como pH 3 também apresentou os melhores resultados no teste de pH 6timo das
enzimas imobilizadas (Lac-PMag) e apresentou os melhores resultados de remog¢ao de ambos
os corantes nos testes de adsor¢do e biodegradagdo, optou-se por realizar os testes seguintes

nessa condi¢ao de pH inicial.

Tabela 6. Efeito do pH na adsor¢ao e biodegradacdo dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172. (10
mL de solugdo; concentragdo inicial de corante: 50 mg L'; dosagem de particulas: 25 mg; dosagem de
lacase: 0,3 U mL"'; temperatura: 30°C).

Eficiéncia de remocio (%)

pH3 pH 4 pHS pH6 pH 7
Lac-PMag  98,92°+0,36 98,04°+0,49 98,712+ 0,06 92,69°+1,13 95,62°+ 0,47
% é PMag 67,97°+£1,09 0,18+2,02 045°£0,39 0,16°£0,28 0,66°+ 0,76
< & PMag-func  98,12*+0,01 97,95*+0,01 97,31*+0,01 97,99*+0,01 97,43*+0,01
Lacase livre  86,70°+ 0,01 86,182+ 0,01 86,10°+0,01 73,73°+ 0,01 65,20° £ 0,02

pH 3 pH 4 pHS pH 6 pH7
S Lac-PMag 95,54+ 0,42 86,84°+£1,95 72,24°+248 70,36°+0,55 78,849+ 1,34
§ Q PMag 97,35+ 0,21 30,38*+0,14 15,93°+2,59 4,519+3,12 2,109+ 0,66
= — PMag-func  82,05°+£0,36 78,51°+0,57 70,24°+0,86 70,70°+£0,72 69,57°+ 0,06
< Lacase livre  47,90°+3,10  60,10°+0,84 57,80°+1,20 45,90°+0,38 32,70° £ 5,08

Nota

: Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas; PMag: Particulas magnéticas; PMag-func:
Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e glutaraldeido. Médias com letras minusculas iguais ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey com 95% de confianga.

Fonte: Autoria propria (2020).

Os testes de remocao dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172, realizados em
diferentes temperaturas de processo (Tabela 7), apresentaram baixa ou nenhuma diferenga para
todas as condi¢des avaliadas. Dessa forma, de acordo com os testes de adsor¢ao realizados

anteriormente, definiu-se 30°C como temperatura de processo.
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Os resultados do estudo dos efeitos do pH e da temperatura na adsor¢do e biodegradagao
dos corantes apresentou maiores percentuais de remog¢do para as PMag-func e para as
Lac-PMag. Esse fator indica que o processo de funcionalizagdao das particulas com APTES e
glutaraldeido melhorou o processo de remog¢ao dos corantes. Como ja dito anteriormente, o
processo de silanizagdo com o APTES adere grupamentos amino na superficie das particulas e
o glutaraldeido forma um “cross-link”, auxiliando a ligacdo das moléculas de corantes nas
particulas magnéticas (COSTA et al., 2019).

Estudos apontam que o processo de modificacao da superficie de particulas magnéticas,
tanto em escala nano como micro, aumenta os sitios de ligagdo das particulas, o que favorece

de forma substancial o processo de adsor¢ao de diferentes compostos (ZHANG et al., 2019).

Tabela 7. Efeitos da temperatura na adsor¢do e biodegradacao dos corantes Acid Blue 277 e Acid
Black 172. (10 mL de solugdo; pH 3; concentracdo inicial de corante: 50 mg L-1; dosagem de
particulas: 25 mg; dosagem de lacase: 0,3 U mL-1).

Eficiéncia de remocao (%)

25°C 35°C 45 °C 45 °C
Lac-PMag 98,30* £ 0,50 96,82 + 0,63 95,44° £ 0,56 94,79¢ £ 0,12
7% § PMag 70,42% + 2,56 71,212+ 1,07 70,89* £ 3,15 73,34 £ 2,02
= Q PMag-func 98,24* £ 0,64 98,24*+ 0,42 97,82* £ 0,84 97,76* £ 0,65
Lacase livre 81,332+ 2,44 82,41*°+ 1,73 81,45*+ 2,62 81,222+ 3,02

25°C 35°C 45 °C 45 °C
= Lac-PMag 91,42% £ 1,81 92,61*+ 0,67 91,87*+2,71 93,90* + 1,84
§ Q PMag 95,56*+ 1,30 94,88*+ 0,37 94,94* + 0,65 95,44*+ 0,77
N PMag-func 88,86* + 0,52 95,04*+ 4,15 92,19+ 1,96 93,452 + 3,08

< Lacase livre 47,82+ 1,23 47,33+ 0,99 4427°+ 1,26 66,50 + 6,96

Nota: Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas; PMag: Particulas magnéticas; PMag-func:
Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e glutaraldeido. Médias com letras minusculas iguais ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey com 95% de confianga.

Fonte: Autoria propria (2020).

5.7.2 Estudo dos efeitos do tempo de processo

O tempo de processo para remog¢ao dos corantes pela adsorcdo e biodegradacao
simultanea foi avaliado com o objetivo de encontrar um tempo de equilibrio, onde a remogao
dos corantes atinge a capacidade méaxima. Os resultados estdo apresentados nos graficos da
Figura 20.

Pode ser observado que, para ambos os corantes, a remog¢ao apresentou melhores
resultados para as PMag-func e para as Lac-PMag, sendo ainda mais evidente para o corante
Acid Blue 277. A remogdo dos corantes se desenvolveu rapidamente nos estagios iniciais

conforme mostrado na inclinacdo das curvas dos graficos, e depois, tornou-se linear
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gradualmente. O tempo de equilibrio para todas as condi¢gdes avaliadas foi definido como 120
minutos, onde a partir de entdo, a remo¢ao dos corantes se manteve constante. Nesse tempo, o
corante Acid Blue 277 foi completamente removido pelas PMag-func e pelas Lac-Mag,
enquanto as PMag e a Lacase livre removeram 45,49 + 0,64 % e 62,70 £ 6,61 %,
respectivamente. Para o corante Acid Black 172, a remog¢do em 120 minutos foi de 88,58 £ 0,21,
75,25 £ 2,12, 40,95 £ 3,69 ¢ 94,09 £ 1,35 % para as Lac-PMag, PMag, Lacase livre e

PMag-func, respectivamente.

Figura 20. Efeito do tempo na adsorgao e biodegradagdo dos corantes Acid Blue 277 (A-B) e Acid
Black 172 (C-D). (10 mL de solug¢do; pH 3; concentragdo inicial de corante: 50 mg L'; dosagem de
particulas: 25 mg; dosagem de lacase: 0,3 U mL"'; temperatura: 30°C).
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Nota: PMag: Particulas magnéticas; PMag-func: Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e
glutaraldeido; Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).
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Nas PMag-func, a remocgao ocorre pela adsor¢do dos corantes que foi melhorada em
relacdo as PMag, devido ao processo de funcionalizagdo das mesmas, como ja descrito
anteriormente. Quando imobilizadas as enzimas lacase nessas particulas (Lac-PMag), nao
ocorreram diferencas significativas na remocao dos corantes em relagdo as PMag-func. Dessa
forma, infere-se que o processo de adsor¢do foi limitante para a remog¢do dos corantes nas

condic¢des avaliadas, com concentracio inicial do corante de 50 mg L'

5.7.3 Estudo dos efeitos da concentracgao inicial dos corantes

Para avaliar o processo de adsor¢do e biodegradagao em diferentes concentragdes
iniciais de corante, testes do estudo dos efeitos da concentragdo inicial foram realizados. Na
Figura 21, pode ser observado que utilizando as Lac-PMag, o corante Acid Blue 277 apresentou
remocao de mais de 95 % em 120 minutos para as concentragdes iniciais de 5, 10, 25, 50 e
75mg L. A partir da concentragio de 100 mg L', a remo¢io do corante diminuiu
gradativamente, até atingir 48,10 + 1,12 % na concentragio inicial de 300 mg L.

Utilizando as PMag-func, a remog¢ao do Acid Blue 277 foi semelhante, porém, quando
comparada a capacidade de remogao em termos de quantidade de corante removido por grama
de particulas utilizadas, ocorreram diferencas significativas. Nas maiores concentracdes iniciais
de corante, as Lac-PMag demonstraram uma maior capacidade de remog¢ao dos corantes por
grama de Lac-PMag utilizada. Nas concentragdes de 200 e 300 mg L', as Lac-PMag
demonstraram uma capacidade de remocdo de 44,60 + 0,17 e 52,72 + 1,23 mg g,
respectivamente. J4 as PMag-func removeram 38,71 £ 0,14 ¢ 4,94 + 0,83 mg g™ para essas
mesmas concentragdes. Quando comparado com as PMag e a Lacase livre, a remog¢ao do
corante Acid Blue 277 pelas Lac-PMag também foi maior.

Para o corante Acid Black 172, nas menores concentracdes a remoc¢ao do corante foi
maior quando utilizadas as PMag. Nas maiores concentragdes do corante, a combinacao de
adsor¢do e biodegradacgdo, utilizando as Lac-PMag, também mostrou diferencas claras em
relagdio a biodegradagdo ou adsor¢do sozinhas. Nas concentragdes de 150, 200 e 300 mg L', a
remocao do corante foi de 46,24 + 1,74, 52,03 £ 0,09 e 57,47 £ 2,38 mg g'l, respectivamente,
utilizando as Lac-PMag. Quando utilizado as PMag-func, a remog¢ao para essas concentragdes

iniciais foi de 31,56 £ 0,12, 25,01 £0,77 ¢ 21,32+ 1,91 mg g\
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Figura 21. Efeito da concentracio inicial na adsorcao e biodegradagdo dos corantes Acid Blue 277
(A-B) e Acid Black 172 (C-D). (10 mL de solu¢do; pH 3; dosagem de particulas: 25 mg; dosagem de
lacase: 0,3 U mL!; temperatura: 30°C; 120 minutos).
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Nota: PMag: Particulas magnéticas; PMag-func: Particulas magnéticas funcionalizadas com APTES e
glutaraldeido; Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).

De acordo com os resultados obtidos, € evidente que a adsorcdo ¢ a etapa de maior

controle na remog¢ao de ambos os corantes. As PMag-func possuem alto potencial de adsor¢ao

dos corantes, principalmente devido a funcionalizagdo realizada na superficie dessas particulas.

Porém, quando utilizadas as Lac-PMag, infere-se que ao saturar os sitios de ligacdo para a

adsor¢do do corante, ocorre a biodegradacdo de parte restante desse corante presente em

solugdo. E nessa etapa do processo que ocorre a acdo das enzimas lacase imobilizadas nas

particulas, obtendo-se assim o processo combinado de adsorcao e biodegradagdo. Além disso,

outro possivel mecanismo que pode ocorrer,

biodegradacao pelas enzimas lacase das
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moléculas adsorvidas nas particulas. A adsor¢do, nesse caso, facilita o acesso das enzimas a
essas moléculas de corante.

Os autores Fan et al. (2017), avaliaram a adsorcao e biodegradagao de corante utilizando
a bactéria Pseudomonas putida ligada a nanoparticulas de Fe3O4. Nesse estudo, a concentragao
do corante avaliado diminuiu rapidamente no inicio, indicando que a adsor¢do pelas
nanoparticulas de Fe3Os desempenhou um papel fundamental e que as moléculas de corante
foram adsorvidas da solugdo. Posteriormente, apds um equilibrio de adsor¢do ocorreu a
biodegradag¢dao do corante pelo microrganismo, complementando o processo de remog¢ao do
corante.

O processo simultineo de adsor¢do e biodegradagdo de corantes por lacases
imobilizadas em um suporte, pode promover a interacdo das moléculas de corantes com os
sitios ativos das lacases (NGUYEN et al., 2016).

Outros estudos relataram a imobilizagcdo de enzimas em suportes com capacidade de
adsor¢do. Os autores enfatizam que, a utilizacdo dessas enzimas imobilizadas, levam a um
desempenho mais consistente para a remocao de contaminantes devido a adsor¢ao e
biodegradacdo combinadas (NGUYEN et al., 2016; XU et al., 2013).

A maioria dos estudos que avaliam a biodegrada¢do de corantes com concentragdes
iniciais de corante de até 100 mg L' (CHEN et al., 2017; DAASSI et al., 2014; DAI et al.,
2016; GLAM; GLAM, 2016; LIU et al., 2016; RONG et al., 2017; SATHISHKUMAR et al.,
2014; ZHENG et al., 2016). Portanto, a utilizagdo das Lac-PMag para a remog¢ao dos corantes
téxteis Acid Blue 2777 e Acid Black 172, é significativa quando utilizada em altas concentragdes
(>100 mg L) de corante, demonstrando o potencial das Lac-PMag na adsor¢io e
biodegradacdo simultineas.

Outro fator importante nesse estudo ¢ a eficiéncia de remocgdo dos corantes pela lacase
livre. A biodegradacdo das lacases livres quando comparada com com a biodegradacdo dos
corantes pelas Lac-PMag, demonstrou menor eficiéncia. No entanto, mesmo resultando em uma
menor eficiéncia, salienta-se que as enzimas lacases foram produzidas por um método simples
e de baixo custo, a partir do fungo Trametes villosa. Dessa forma, as lacases produzidas
apresentaram potencial para remog¢do dos corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172 em sua

forma livre e imobilizadas nas particulas magnéticas.
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5.7.4 Reuso

Para investigar a reutilizagao das Lac-PMag, ciclos de reuso foram avaliados. Os ciclos
foram realizados apos lavar as Lac-PMag com tampao Acetato de s6dio 50 mM pH 5. Dessa
forma, ap6s a adsor¢do e biodegradagdo dos corantes, as Lac-PMag eram lavadas e utilizadas
em um novo ciclo. A dessor¢ao dos corantes ndo foi realizada nessas etapas, para que nao
ocorresse a desnaturacao das enzimas lacase imobilizadas.

Como pode ser observado na Figura 22, as Lac-PMag podem ser reutilizadas em mais
de um ciclo, mantendo 18 % de remogao do corante Acid Blue 277 no quarto ciclo e 15 % de
remocao do corante Acid Black 172, também no quarto ciclo. No primeiro ciclo ocorreu a
adsorcao e biodegradacdo dos corantes e nos ciclos seguintes, apds a saturagdo para adsor¢ao,
ocorreu a biodegradacdo dos corantes, catalisada pelas enzimas lacase imobilizadas nas
particulas magnéticas. Resultado semelhante foi descrito por Nguyen et al. (2016).

Dessa forma, este estudo demonstra o potencial das Lac-PMag na remogao dos corantes
téxteis, que devido a facil separagdo utilizando um campo magnético (imd) e ao potencial de
remo¢ao em mais de um ciclo de reuso, podem ser utilizadas de forma mais eficiente e

econdmica.

Figura 22. Eficiéncia do retiso das Lac-PMag na adsor¢éo e biodegradagdo dos corantes Acid Blue
277 e Acid Black 172 (Eficiéncia de remogdo nas condi¢des pH 3; concentragdo de corante: 50 mg L';
dosagem das Lac-PMag: 25 mg; dosagem de lacase: 0,3 U mL'; temperatura: 30°C).
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Nota: Lac-PMag: Lacases imobilizadas nas particulas magnéticas.
Fonte: Autoria propria (2020).
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, as PMag foram propositalmente selecionadas para imobilizar as enzimas
lacase, visando a remogao de corantes téxteis considerando a interagao sinérgica entre adsor¢ao
e biodegradacdo. A sintese de particulas magnéticas por micro-ondas apresentou-se eficiente e
¢ considerada uma metodologia simples, rapida e de baixo custo. Observou-se morfologia
heterogénea e uma aglomeracao das particulas com predominancia de magnetita e tamanhos
que variam da escala nano até a escala micro.

Os efeitos de parametros importantes na adsor¢do dos corantes pelas PMag foram
avaliados. Definiram-se assim as condi¢des ideais para adsorc¢ao, sendo possivel observar que
as PMag removeram eficientemente os corantes das solugdes aquosas em um tempo de
equilibrio de 120 minutos e pH de 3,0. O modelo de Pseudo-Segunda ordem foi o que melhor
descreveu a cinética de adsor¢ao dos corantes pelas PMag. Os dados de isotermas ajustaram-se
ao modelo Sips, demonstrando uma adsor¢ao onde em baixas concentra¢des do adsorvato, o
comportamento da adsorcao ¢ descrito pelo modelo de Freundlich e em altas concentragdes €
descrito pela isoterma de Langmuir.

A imobilizagdo das enzimas lacase para produgao das Lac-Pmag também foi avaliada.
O material apresentou 99,85 % de rendimento de imobiliza¢do das enzimas lacase apos a
sensibilizacdo com APTES e glutaraldeido. As enzimas imobilizadas apresentaram estabilidade
operacional e de armazenamento, com 41 % da atividade enzimatica inicial no quinto ciclo de
retso e 94 % da atividade enzimatica inicial apds 30 dias de armazenamento.

A remocdo dos corantes por adsor¢do e biodegradagdo combinadas, utilizando as
Lac-PMag, apresentou resultados promissores quando utilizadas em maiores concentracdes de
corantes. Os resultados indicam capacidade de remogio dos corantes de 52 € 57 mg g’!, para os
corantes Acid Blue 277 e Acid Black 172, respectivamente, quando utilizada a concentragao
inicial de 300 mg L! de corante.

Além disso, em todas as etapas do trabalho foram realizados testes de retiso dos
materiais sintetizados, os quais indicaram a reutilizagdo eficiente dos mesmos em diferentes
ciclos. Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, ¢ possivel obter um material para o
tratamento de efluente téxtil contendo corantes, o qual torna-se eficiente pelo processo

combinado de adsor¢do pelas particulas magnéticas e biodegradacao pelas enzimas lacase.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com o objetivo de aprofundar mais o estudo, algumas andlises futuras sao sugeridas.
Para uma melhor caracterizagdo das PMag, as particulas podem ser analisadas pela técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), utilizada para a avaliagdo
do tamanho de particulas em suspensdo. Além disso, pode ser realizada uma curva de
magnetizacdo em magnetometro, com o objetivo de medir a intensidade, dire¢do e sentido dos
campos magnéticos das particulas produzidas.

Em relacdo aos testes de remogao de corantes, para avaliar os produtos da adsor¢do e
biodegradac¢do pelas enzimas lacase imobilizadas, podem ser realizadas analises em HPLC
(High performance liquid chromatography) e GCMS/MS (Gas chromatography—Mass
spectrometry). Além disso, podem ser realizados testes de toxicidade aguda com Daphnia
magna, como uma ferramenta para avaliar, predizer ou detectar efeitos causados nos

organismos vivos pelos corantes, antes e apds o tratamento.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Intensidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_magn%C3%A9tico
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