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RESUMO

Visando a biorremediacédo para combater impactos causados pelos efluentes téxteis, o presente
estudo teve como objetivo determinar os parametros fisico-quimicos da enzima e avaliar o
efeito de lacases da principal espécie de camardo cultivada no Brasil (Litopenaeus vannamei).
Dessa forma, com a enzima j& purificada parcialmente, foi realizada a determinacdo da
atividade de lacases, utilizando o substrato ABTS e Colina, posteriormente, foi determinado os
parametros fisico-quimicos, por fim foi analisado o efeito das enzimas lacase na degradagéo
dos corantes vermelho de fenol, coomassie brilliant blue r, azul de bromofenol e azul de
metileno. Com isso, as enzimas ja parcialmente purificadas, juntamente com o ABTS, pode-se
observar que a mesma nao obteve especificidade com o substrato, com isso, ndo houve
atividade. Com isso, foi utilizado o substrato Colina para a determinacao dos parametros fisico-
quimicos, onde a mesma conseguiu reagir com a enzima e apresentou um pH 6timo alcalino
(pH 9,5) e obteve sua temperatura 6tima no grau de 100°C. Apds isso, foi calculado o percentual
de degradacéo através da absorbancia por minuto, na auséncia e na presenca da lacase, obtendo
um resultado satisfatorio para a degradacdo do corante azul de bromofenol. Portanto, a enzima
lacase foi capaz de degradar um dos corantes, de forma que estudos futuros poderdo ampliar 0s
corantes testados para viabilizar a lacase como uma enzima importante no combate aos

corantes.

Palavras-chave: Enzima, vermelho de fenol, coomassie r, azul de metileno, azul de
bromofenol, L. vannamei.



ABSTRACT

Aiming at bioremediation to combat impacts caused by textile effluents, the present study aimed
to determine the physicochemical parameters of the enzyme and to evaluate the effect of
laccases from the main shrimp species cultivated in Brazil (Litopenaeus vannamei). Thus, with
the enzyme already partially purified, the determination of the activity of laccases was carried
out, using the substrate ABTS and Choline, later, the physicochemical parameters were
determined, and finally, the effect of laccase enzymes on the degradation of dyes was analyzed.
phenol red, coomassie brilliant blue r, bromophenol blue and methylene blue. With this, the
enzymes already partially purified, together with ABTS, it can be observed that it did not obtain
specificity with the substrate, thus, there was no activity. With this, the substrate Colina was
used to determine the physicochemical parameters, where it was able to react with the enzyme
and presented an optimal alkaline pH (pH 9.5) and obtained its optimal temperature at 100°C.
After that, the percentage of degradation was calculated through the absorbance per minute, in
the absence and in the presence of laccase, obtaining a satisfactory result for the degradation of
the bromophenol blue dye. Thus, laccase was able to degrade one of the dyes, for future

studies which will allow use laccases as an important enzyme against dyes.

Keywords: Enzyme, phenol red, coomassie r., bromophenol blue, methylene blue, L.
vannamei.
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1.0 INTRODUCAO

A quantidade de compostos xenobidticos vem crescendo de forma muito rapida nos
ultimos anos, principalmente nos ecossistemas aquéaticos. Dentro desse contexto, a industria
téxtil merece énfase, uma vez que, estes efluentes gerados pelos setores deste segmento chegam
a ser considerados como um dos mais poluidores entre os setores industriais (AZMI;
BANERLJEE, 2001). Além disso, devido ao grande volume de efluente gerado por essas
industrias, sdo encontrados em abundancia os residuos de corantes que sdo utilizados de forma
intensiva (KATHERESAN et al, 2018).

Do ponto de vista ambiental, os corantes utilizados pela industria téxtil, representam
um grande problema, visto que esses efluentes contendo corantes, estdo presentes nas aguas
residuérias que sdo geradas por esses setores, onde geralmente séo resistentes ao tratamento
biologico habitual. Os compostos dos corantes geralmente sdo estaveis e de dificil
biodegradacdo, possuindo uma estrutura molecular complexa (DOS SANTOS; VEIBER,
2009).

Os efluentes téxteis possuem caracteristicas variadas como tambem diferentes
composicdes, que vao depender do tipo de corante utilizado em cada caso e do processo de
coloracdo (BRAILE; CAVALCANTE, 1993). Além disso, sdo caracterizados por serem
extremamente coloridos, visto que possuem corantes que ndo se fixam na fibra durante o
processo de tingimento (ZHUO et al., 2019). Isto leva a poluigdo dos corpos d’agua pelos
corantes reativos, 0s quais alteram os ciclos bioldgicos prejudicando os processos da
fotossintese, causando também prejuizos ambientais (KUNZ et al., 2002). A quantidade certa
de corantes que sdo produzidos e despejados ainda é desconhecida, porém, uma estimativa de
producdo mundial é de 10.000 t/ano (FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004).

As aguas residuarias coloridas tém sérios riscos de impactos ambientais, bem como
causam uma poluicdo visual, provocando assim problemas a biota aquatica. Com isso, acaba
conduzindo muitos problemas, afetando na atividade fotossintética nos sistemas hidricos,
reduzindo assim o nivel de oxigenacdo do meio, por motivos de 0s corantes restringir a entrada
de radiacdo solar, visto que o0s corantes vdo absorver essa radiacdo. Ademais, 0s corantes vem
sendo considerados substancias bioacumulativas, carcinogénicas, tdxicas e mutagénicas
(COGO, 2011; COSTA et al., 2010; DE LIMA et al., 2007).

Dentre as formas de degradar os corantes poluentes do meio ambiente, o uso da lacase
na industria téxtil vem crescendo rapidamente (COUTO, HERRERA, 2006). De acordo com o
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exposto, estudos identificaram a atividade de lacases em camarfes, que apresentam potenciais
aplicacbes biotecnoldgicas, bem como na biotransformacdo de xenobioticos e efluentes
industriais e na descoloracdo de ambientes aquaticos contaminados (PACHECO; SOARES,
2014).

O uso de lacases tem um enorme potencial de aplicacdo na industria referente a sua
grande diversidade de oxidacdo de substratos (ALCALDE et al., 2006). Além disso, na
detoxificacdo de corantes pode ter um elevado beneficio, contribuindo para a descoloragdo de
corantes sintéticos, visto que essas enzimas possuem uma alta taxa de degradacao de compostos
presentes em efluentes industriais (KUNZ et al., 2002). Além do mais, a enzima pode acelerar
a degradacdo de corantes aromaticos, 0 mesmo pode acontecer pela ruptura do anel aromatico
(SILVA et al., 2012). Com isso, a utilizagdo das lacases de camardo auxilia na degradacéo de
corantes da industria téxtil.

Portanto, visando a biorremediacdo para combater os impactos causados pelos
efluentes téxteis, o presente estudo tem como objetivo caracterizar os parametros fisico-
quimicos, bem como avaliar o efeito de lacases da principal espécie de camardo cultivada no
Brasil (Litopenaeus vannamei) (BARBIERI; OSTRENSKY, 2002). Essa enzima foi utilizada
para combater a remocéao de corantes comumente encontrados industria téxtil, evidenciando o

coomassie brilliant blue r e vermelho de fenol, azul de bromofenol e azul de metileno.
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REVISAO DE LITERATURA

INDUSTRIA TEXTIL

A industria téxtil no Brasil possui um grande valor socio econdémico (ABIT, 2016).
Porém, apesar de seus beneficios, a indUstria téxtil chega a ser um dos maiores consumidores
de agua, quando comparada com outros setores industriais (DILARRI et al.,2016). O maior
consumo de agua, ocorre durante o processo de tingimento e acabamento, onde acabam gerando
mais de 50L de efluentes por quilo de tecido que é produzido. Além disso, 0s corantes tém
chamado mais atencdo dentre os compostos quimicos utilizados por essas industrias, pelo fato
de possuirem um alto potencial de poluicdo (ARSLAN-ALATON; GURSQY; SCHMIDT,
2008). Outrossim, o setor téxtil é responsavel pela maior parte da producédo, uso e também do
descarte desses efluentes contendo essas substancias (DILARRI et al., 2016).

O Brasil possui um forte setor téxtil, onde hd uma representacdo forte da parte da
economia do pais, porém, ha uma falta de responsabilidade ambiental no descarte dos efluentes
que sdo gerados por esses setores (REVANKAR; LELE, 2007). As agua residuarias que sdo
coloridas devido as industrias téxteis, sdo consideradas as mais poluidas entre os setores, onde
mais de 100 mil pigmentos e corantes téxteis sdo utilizados em comum no mundo (ROBINSON,
et al., 2001)

Do ponto de vista ambiental, um dos maiores desafios do setor téxtil € a remocao da
cor dos banhos de lavagens (KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004). Entretanto, quando as
empresas se disponibilizam a reduzir os impactos causados durante a producéo, 0S custos
ambientais podem ser minimizados, ou até mesmo eliminados (SANTOS, 1997).

Ademais, os principais métodos de descoloracdo de aguas contendo efluentes, que sdo
encontrados na literatura, sdo principalmente por meio de processos de tratamento fisico-

quimicos e bioldgicos (IMMICH, 2006; ROYER, 2008; ZANELLA et al., 2010).

EFLUENTES

A composicdo dos efluentes téxteis é extremamente heterogénea, onde apresentam

uma diversidade de corantes e produtos quimicos, onde 0s mesmos sdo processos realizados
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pelos setores téxteis, que séo tingimento e acabamento (SABUR; KHAN; SAFIULLAH, 2012).
Os efluentes sdo caracterizados por serem extremamente coloridos, onde durante o processo de
tingimento, os corantes acabam nao fixando na fibra (O’NEILL et al., 1994; TWARDOKUS,
2004). Nos processos industriais, as industrias téxteis acabam gerando diversos residuos com
compostos tdxicos por causa da alta quantidade de &gua utilizada. Com isso, acabam gerando
efluentes de alta capacidade quimica, pelo fato de possuirem varias etapas de lavagens e
tingimentos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005; DOS SANTOS; SANTAELLA,
2002).

A complexidade dos efluentes téxteis se da pelo alto contetdo de corantes, aditivos e
surfactantes, que na maioria das vezes podem estar presentes em elevadas concentracoes,
sendo eles compostos organicos que sdo de estruturas complexas (LEAO et al., 2022). Além
disso, a maioria das industrias téxteis se encontram em paises subdesenvolvidos, onde muitas
vezes € responsavel por um tratamento pobre de aguas residuais (FORSS; WELANDER,
2011).

Em Pernambuco, um dos maiores problemas que o Orgdo Ambiental enfrenta, é a
poluicdo hidrica, estimulada pelo lancamento de efluentes téxteis, devido as lavanderias do
jeans. Vale enfatizar aquelas que estdo localizadas na Regido do Agreste, no Polo de
Confecgdes. A medida que esses efluentes sdo descartados em corpos d’aguas da Regido,
sendo responsavel pelo abastecimento dos municipios, sendo eles Caruaru, Toritama,
Agrestina, Santa Cruz do Capibaribe, Vertentes, Surubim, Riacho das Almas, Cupira,
Taquatiringa do Norte e Brejo da Madre de Deus, ocorrendo assim, problemas na qualidade
de &gua para ocorrer o abastecimento (SILVA, 2005).

Na medida em que esses efluentes sdo despejados e ndo sdo tratados da maneira
correta, acabam provocando diversos impactos ambientais, acarretando em prejuizos a
qualidade da agua, bem como causando uma interferéncia nos ecossistemas aquaticos, podendo
assim, inibir os processos como a fotossintese. Estudos apontam que corantes podem ser
carcinogénicos, como a classe dos azo corantes (AFTAB et al.,, 2011; KALYUZHNYI ;
SKLYAR, 2000), como também, muitos dos produtos utilizados na degradacdo, podem ser
toxicos e mutagénicos (SANTOS; CERVANTES; LIER, 2007; SOUSA; LOPES;
ANDRADE, 2016). Segundo autores como Meehan et al. (2006), diariamente efluentes que

contém corantes téxteis sdo descartados em corpos d’agua naturais em grande quantidade.
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Além disso, uma vez que esses corantes estdo no ambiente, j& mostram sua alta toxicidade e
efeitos genotoxicos nos organismos daquele local (YESILADA, O., ASMA, D., CING, S,
2003).

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), os efluentes provenientes dessas industrias,
quando ndo séo tratados de forma correta, antes de serem langados no meio ambiente, podem
atingir reservatodrios naturais e também estac6es de tratamento de 4gua, comprometendo assim
todo um ambiente aquatico. A medida que esses corantes sio lancados em ambientes aquaticos,

mesmo que em pequena quantidade, ja se pode observar uma mudanca na coloracdo daquele
corpo d’agua, sendo facilmente detectado pelas autoridades e também pelo publico responsavel
por esses assuntos ambientais (TWARDOKUS, 2004; ROYER, 2008).

Segundo os autores Pandey; Singh e lyengar (2007), afirmam que quando um efluente
contendo corantes sao lancados em um corpo d’agua, a cor acaba afetando na transparéncia
daquele corpo receptor, isto acarreta na inibicdo de fotossintese que é realizada pelas algas
daquele local, provocando uma deplecédo de oxigénio dissolvido no sistema. Além disso, esse
processo pode contribuir para 0 aumento de mortalidade dos peixes no ambiente aquatico, como

também outros seres vivos presentes nesse local.

CORANTES

O uso de corantes pelo homem é uma atividade bem antiga (ZOLLINGER, 1987),
sendo elas registradas a mais de 4 mil anos. Mesmo nas cavernas, se usavam pigmentos para
fazer as inscri¢Oes rupestres. Porém, naquela época, se utilizava recursos naturais para este feito,
de forma que apenas em 1856 que iniciou ao uso de corantes artificiais. Atualmente, mais de
90% dos corantes utilizados sdo sintéticos (REDQ\UFSC, 2001).

Segundo os dados disponiveis da UNIDO (United Nations Industrial Development
Organization) (2018), mostram que o Brasil, até 2018, foi o 10° produtor mundial de téxteis,
obtendo uma producdo de quase US$ 13 bilhdes. Alguns autores como Chattopadhyay,
Chaterjee e Sen (2008), afirmaramque a coloracdo se tornou parte das confeccdes, sendo ela
uma das mais importantes. 1sso fez com que o consumidor aumentasse a aceitabilidade de
pecas coloridas. Além disso, atividadesindustriais como couro, téxteis, impressdo, cosmeticos,
papéis, entre outros, utilizam corantes sintéticos para que assim possam colorir seus produtos

(SHARMA et al., 2011).
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Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes emergentes (HORVAT
etal., 2012). Ha basicamente uma classe de corante a ser empregado para cada tipo de aplicacdo
e de fibra, por isso a existéncia de diversos tipos no mercado (GUARATINI; ZANONI, 2000).
As estruturas dos corantes sdo subdivididas em organicos e inorganicos (antraquinona, azo,
etc.), onde os mesmos sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica e aplicagdo
(SARON; FELISBERTI, 2005; POPLI; PATEL, 2014). Segundo Immich (2006), de acordo
com a fixacdo, os corantes sdo classificados em branqueadores, de enxofre, corantes, basicos,
diretos, a cuba, pré-fixados, dispersos, azoicos e acidos.

Os corantes azo (figura 2) sdo compostos organicos sintéticos, extremamente usados
no tingimento téxtil, compondo cerca de 50% dos corantes que s&o mais produzidos no mundo
(LOURENCO; NOVAES; PINHEIRO, 2006). Além disso, autores como Hunger et al.(2004),
afirmam que entre os mais de 3 mil corantes que sdo utilizados na industria téxtil para o
tingimento, cerca de 70% sao considerados do tipo azo (-N=N-). Alguns autores como Manu e
Chaudhari (2002), afirmam que, dentre os corantes azo utilizados nos processos de tingimento,
cerca de 30% da quantidade inicial utilizada, permanecem sem fixacdo devido a sua baixa
eficiéncia no processo de timgimento, tornando assim o efluente altamente poluidor.

Figura 1. Férmula estrutural de um corante azéico
N
\\
N

Fonte: http://www.pysanky.info/Chemical_Dyes/History.html

Os corantes atualmente sdo aplicados em diversos setores industriais, com isso,
grandes quantidades de corantes sdo encontradas em efluentes liquidos, sendo assim um grande
potencial poluidor (PIZATO, 2013). Muitos dos corantes que sao utilizados pelos setores
téxteis, sdo produzidos para resistir a muitos processos, bem como a degradacdo
microbioldgica, a luz e também a produtos quimicos (DEMARCHE; JUNGHANNS; NAIR,
2012). Assim, o entendimento dos demais métodos de tratamentos, principalmente a

biorremediagdo, pode ajudar no combate a esses corantes téxteis.

BIORREMEDIACAO
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A biorremediacdo utiliza de organismos vivos, como também dos seus subprodutos
para o tratamento de ambientes contaminados por poluentes, reduzindo o nivel de
concentracdo de poluicdo a um nivel ndo detectavel, bem como ndo téxico, sempre dentro
dentro dos parametros estabelecidos pelos setores ambientais (SALVI, 2011; KUMAR, et al.,
2011).

Para ocorrer o processo de descontaminagdo, geralmente sdo utilizados organismos

autoctones, seres do proprio ambiente, ou organismos aldctones, seres que sdo introduzidos
naquele ambiente danificado, geneticamente modificado ou no seu estado nativo, onde 0s
mesmo obtém capacidade de degradar compostos xenobioticos, gerando um produto menos
poluente e recalcitrante, quando comparado com a molécula inicial (CASTELLANI, 1939;
GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005). Segundo Boopathy (2000), 0s processos
podem ocorrer de duas formas, ex situ e também in situ. Sendo elas fora do ambiente
contaminado, ou no proprio local. Dentre os fatores utilizados para acelerar ou diminuir a
velocidade da degradacdo, utilizam-se de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (GAYLARDE;
BELLINASO; MANFIO, 2005).

TRATAMENTOS UTILIZADOS NA DEGRADACAO DE CORANTES

Ha uma busca constante por novos métodos de tratamento de efluentes. Porém, por
ndo existir apenas um método de tratamento padrdo, os autores Guaratini e Zanoni (2000)
exemplificam que a melhor escolha para o tratamento seria a depender do tipo de corante a ser
removido, bem como avaliar a sua composicao, concentracdo e também o fluxo de producédo de
efluentes.

Dentre os processos de biorremediacdo, os bioldégicos merecem um destaque, pela
relativa facilidade que é encontrada na implementacdo de sistemas onde operam em grande
escala. Uma das solucdes para a remocao desses efluentes industriais, seria correlacionar o uso
dos processos biologicos aos processos quimicos e fisico-quimicos (DULLIUS, 2004;
IMMICH, 2006; ROYER, 2008; ZANELLA et al., 2010).

Alguns trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de isolar e selecionar
microrganismos e moléculas capazes de descolorir e degradar diferentes corantes sintéticos,
como também outros compostos recalcitrantes, como bactérias, leveduras, fungos

basidiomicetos e ascomicetos, como também organismos aquaticos como camardes
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(SHYAMALA et al., 2014; CHEN et al., 2016; KUMAR et al., 2017; SARIOGLU et al., 2017,
AKSU; DONMEZ, 2003; ABADULLA et al., 2000; KAMIDA et al., 2005, MACHADO et
al., 2006; NIEBISCH et al., 2010; NIEBISCH et al., 2014; BULLA et al., 2017; HAO et al.,
2007; JIN et al., 2007; BRUSCATO, 2011; MIRANDA et al., 2013; ZHENG et al., 2013;
BENGHAZI et al., 2014; KABBOUT; TAHA, 2014; YANTO ; TACHIBANA, 2014; NEOH
et al., 2015; FILLAT et al., 2016; MARZALL-PEREIRA, 2017; THEERACHAT, 2019;

PACHECO; SOARES, 2014).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de enzimas em processos de degradacdo de efluentes
com corantes vem crescendo demasiadamente. Neste contexto, a Organizagdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCED), reconhece que a utilizacdo da tecnologia
enzimatica como componente de desenvolvimento industrial enziméatico é de extrema
importancia (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).

Além disso, ha algumas vantagens de se trabalhar com enzimas para o tratamento de
efluentes, como o fato de que as mesmas possuem uma alta capacidade de trabalhar em ampla
faixa de concentracdo de pH, como também de temperatura, de contaminantes, de salinidade,
(SILVA; COELHO; CAMMAROTA, 2010). Entretanto, ha algumas desvantagens, como o alto
custo com a producdo dessas enzimas, porem, muitos estudos estdo sendo realizados para que
a producdo dessas moléculas sejam mais baratas e produtivas (SILVA et al., 2012). Com isso,
o0 cultivo de uma das principais espécies de camardo do Brasil, que contém a enzima lacase

localizado no hepatopancreas, traz vantagens para o tratamento desses efluentes.

Litopenaeus vannamei

O Litopenaeus vannamei, ou como também é conhecido “Camardo Branco do
Pacifico” ou “Camardo Cinza”, ¢ uma das espécies de camardo mais cultivadas no Brasil
(FURTADO, et al., 2010) e se encontra distribuido pela costa do Pacifico Oriental, bem como
pela América do Sul e Central, sendo considerada uma das espécies de mais importancia na
carcinicultura mundial (LAI, CHENG, KUO, 2005). Devido ao aumento de produc¢éo do cultivo
de camardo, acarretou em uma maior quantidade de residuos de processamento, ou seja, NOvVoS
problemas ambientais. Realmente, esses residuos sdo considerados um dos principais
subprodutos da industria pesqueira. Ademais, um método utilizado para tratar residuos de
camardes é a hidrolise, onde pode ser utilizado para recuperar moléculas bioativas, como as

enzimas lacases (SIMPSON et al., 1997; MIZANI; AMINLARI; KHODABANDEH, 2005).
20



LACASE

As lacases sdo enzimas (benzenodiol oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2),
pertencentes a familia das multicobre oxidases e sdo classificadas como oxidoredutores
(CHRISTOPHER; YAQ; JI, 2014), onde oxidam os compostos fendlicos e aminas aromaticas
(MENEZES; BARRETO, 2015; AGUIAR, 2006). Assim, essas enzimas sdo capazes de
acelerar a remocao de elétrons desses compostos (GIESE et al., 2004).

A molécula da lacase é uma glicoproteina, onde possui um centro ativo em sua
estrutura que vai ser composto por quatro atomos de cobre (Cu), e sdo distribuidos em trés sitios
de ligacéo redox diferentes. A enzima lacase possui um cobre Tipo 1, um cobre Tipo 2 e dois
cobres Tipo 3 (POLAK; JAROSZ-WILKOLAZKA, 2012; COUTO; HERRERA, 2006;
MINUSSI, 2002). O cobre tipo 1 esta ligado a duas histidinas, uma metionina e uma cisteina.
O cobre tipo 2, estd coordenado com uma moléecula de agua (H20) e também 2 histidinas. O
cobre tipo 3 estd coordenado com 3 histidinas que estdo acopladas por uma ponte de ligacédo
hidroxila (DESAI; NITYANAND, 2011; CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014).

No que diz respeito a0 mecanismo, vai ocorrer a remog¢édo de um préton e um elétron
do substrato. Nesse processo, o elétron é deslocado para a lacase, que vai reduzir seu cobre Tipo
1, fazendo com que, posteriormente, ocorra uma transferéncia de elétrons interna para o cobre
Tipo 2 e Tipo 3, nesse processo de transferéncia € que ocorre a oxidacdo dos substratos
inorgénicos ou organicos (GARCIA, 2009; MOROZOVA et al., 2007).

Figura 2. Estrutura da coordenacao do cobre na molécula de Lacase.
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Fonte: Adaptada, CHRISTOPHER; YAO; JI, (2014).

A lacase pode ser considerada uma enzima com baixa especificidade quando
comparada com outras, pois a mesma consegue atuar em uma grande variedade de substancias,
como benzenos, aminas aromaticas, alguns componentes inorgéanicos (DESAI; NITYANAND,
2011), complexos metélicos e principalmente fragmentos fendlicos, tornando assim, a enzima
uma grande e importante biodegradadora de corantes, como também pode ser utilizadas para
outras aplicacdes biotecnolégicas (SOARES, 2000; GARCIA, 2009). Ainda assim, a atividade
da lacase pode ser identificada através de espectrofotometria, como também através do
monitoramento da coloragdo dos produtos de oxidacdo (CHENTHAMARAKSHAN et al.,
2017).

A lacase é uma das enzimas responsaveis pela degradacéo de corantes téxteis, visto
que, por serem enzimas extracelulares e apresentarem baixa especificidade para o substrato de
interesse, as tornam assim, extremamente interessantes para serem utilizadas no tratamento de
residuos téxteis, como também de outros residuos de caracteristicas variaveis
(DELLAMATRICE, 2005; DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2006; KAMIDA et al., 2005;
DURAN; ESPOSITO, 1997). Além disso, a utilizacdo de mediadores junto as lacases € um fato
interessante, visto que, em alguns casos, a enzima ndo consegue catalisar o substrato de
interesse, devido o mesmo ndo conseguir adentrar em seu sitio ativo, por motivos do tamanho
da molécula de substrato (BETTIN, et. al. 2014).

Ademais, a enzima é utilizada em diversos setores da industria, bem como no
branqueamento e biorremediacdo de polpas celuldsicas, na degradacdo de corantes téxteis, na
producdo de etanol, agente de descoloracdo, como também na remocao de compostos fendlicos
e aromaticos dos residuos liquidos (LEONOWICZ et al., 2001; DESAI; NITYANAND, 2011;
MENEZES; BARRETO, 2015).
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OBJETIVOS

Geral:
Utilizar lacase do camardo Litopenaeus vannamei para a remocdo de corantes,

visando ccontribuir com processos de biorremediacdo destes compostos tdxicos.
Especificos:
e Determinar a atividade das lacases do camaréo Litopenaeus vannamei;
e Determinar os parametros fisico-quimicos das lacases;

e Determinar o efeito das lacases na degradacao dos corantes azul de bromofenol, azul
de metileno, coomassie brilliant blue r e vermelho de fenol.

MATERIAL E METODOS

Purificacéo parcial de lacase

A purificacdo parcial das lacases foi feita de modo que o extrato enzimatico de
Litopenaeus vannamei foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio ((NH4)2SQa4). O
resultado da centrifugacdo do extrato bruto, foi submetido a fragbes com concentragdes de 0 —
30% e de 30 — 80% de sulfato de amdnio. O sulfato de amonio foi adicionado lentamente ao
extrato bruto que estava sob agitacdo. Em seguida, ocorreu a centrifugacdo dos compostos.
Entdo, as fracbes foram ressuspensas em tampédo tris-HCI 0,1M pH 8,0. A purificacdo foi
avaliada por meio de eletroforese SDS-PAGE, de acordo com a metodologia de Laemmli
(1970).

Determinacéo da atividade de lacases com o substrato ABTS,
Hidroquinona e Colina

A Determinacao da atividade foi realizada colorimetricamente, de acordo com Zhang
et al. (2018), por meio do substrato ABTS (2,2'-Azino-bis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid]-diammonium salt). Amostras de 100 pL das lacases e 900 pL de solucdo ABTS, sendo 1
mM em tampdo acetato 100 mM (pH 4,0), e a formacdo do produto foi quantificada em
espectrofotobmetro (UV mini 1240, Shimadzu, Japdo) a 420 nm. A atividade enzimatica
especifica da enzima foi expressa por meio da variacdo de absorbancia por minuto. O substrato
utilizado no primeiro ano de PIBIC (2020-2021) foi a hidroquinona, onde amostras de 50 pL

foram incubadas com tampado tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e hidroquinona (3mg/mL) e a formagédo do
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produto foi quantificada em espectrofotdmetro (A405nm). Ja utilizando o substrato colina,

foi utilizado amostras de 100 pL das lacases e 200 pL de solucéo Colina, sendo utilizado o
tampaotris-HCI 0,1 M pH 8,0, e a formacdo do produto foi quantificada em espectrofotdmetro
a 400 nm.

Determinacéo dos parametros fisico-quimicos das lacases

Os parametros fisico-quimicos foram determinados de acordo com a metodologia
descrita por Buarque et al. (2009). Para o pH 6timo foram utilizadas lacases previamente
purificadas (parcialmente) de L. vannamei, as quais foram incubadas com o substrato Colina
conforme descrito anteriormente, por 30 minutos. As reacdes foram realizadas com variacéo
dos seguintes tampdes: acetato de sédio (pH 5,0), fosfato de sodio (pH 6,0 a 7,0), citrato de
fosfato (pH 6,8),tris-HCI (pH 7,5 a 9,0), glicina-NaOH (9,5 a 11,0), e fosfato de sodio-NaCl
(11,5). Em seguidafoi determinada a atividade residual em percentual.

O efeito da temperatura na atividade das lacases parcialmente purificadas de L.
vannamei foi analisado com temperaturas entre 25°C e 100°C. Para os experimentos de
temperatura 6tima, as lacases foram incubadas com Glicina-NaOH e Colina nas temperaturas
descritas, por 30 minutos, em que a determinacdo das absorbancias foram feitas conforme

descrito na determinacéo da atividade.

Figura 3. Procedimento de Laboratorio. A) Procedimento de pipetagem do extrato bruto,
juntamente com o tampao e substrato. B) Processo de incubagdo das amostras em banho maria,
ambos realizado no Laborat6rio de Quimica da UFRPE/UAST.
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Fonte: Arquivo pessoal (2022)
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Efeito das lacases na degradacéo dos corantes

Nesta etapa foi utilizada a metodologia adaptada de Zhuo et al. (2019) para a realizagao
do experimento. A rea¢des foram realizadas a 25°C utilizando 50 pL de tampdo tris-HCI 0,1 M
pH 8,0, 50 pL de lacases e 50 pL de vermelho de fenol, ou coomassie r, ou azul de bromofenol,
ou azul de metileno (100 mg/L). Posteriormente, ocorreu um ajuste no volume para 200 pL
com agua deionizada. Passados 15 minutos de incubacdo, foi determinada a concentracdo
residual dos corantes com base numa leitora de microplaca contendo um comprimento de onda
de 592 nm. A degradacdo dos corantes foi determinada com base na determinacdo das
absorbéncias do corante na auséncia e presenca da enzima. Para 0s experimentos descritos
acima, foram feitas duplicatas e os resultados foram apresentados em média (n = 2) e desvio

padrédo. A estatistica utilizada foi o teste T.

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a realizacdo da purificacdo da lacase e o seu extrato ter sido submetido a
precipitacdo com sulfato de amdnio, a primeira amostra foi suspensa a uma fracdo de 0 até 30%
de adicao de sulfato de amonio, onde observou-se na tabela 1, o seu rendimento foi 48,09%,
porém a sua atividade especifica foi de 60,16 mU/mg. Logo apés haver a primeira purificacdo,
as proteinas que ndo precipitaram foram ressuspendidas a uma fracao de 30 até 80% de adigéo
de sulfato de aménio, para que assim houvesse uma purificacdo mais precisa. As proteinas que
ndo precipitaram ao final do experimento, foram denominadas como sobrenadante final (SF),
seus resultados se encontram negativos, uma vez gque havia pouca proteina para ser detectada.

De fato, a amostra utilizada foi a fracao (30 — 80%), de tal forma que, o seu rendimento
foi de 11,90%, sendo assim menor, aumentando o seu grau de purificacdo (12,40 vezes em
relacdo ao extrato bruto), pois como ja houve uma purificacdo anterior, a ressuspensdo das
proteinas foi em menor quantidade. Além disso, foi obtida uma atividade especifica maior
proveniente dessa fracdo, no valor de 742,58 mU/mg, doze vezes mais em relacdo ao extrato
bruto, sendo assim, a ideal para o uso de degradacdo dos corantes. Neste contexto, no
experimento dos autores Jaiswal, Pandey e Dwivedi (2014), foi utilizada a lacase de
Trichoderma harzianum, onde foi purificada 151,7 vezes através de cromatografia por
afinidade Con-A, resultando no valor de 0,39% de rendimento e 130,5 unidades/mg de atividade
especifica. No nosso experimento, a atividade especifica teve um valor de 742,58 mU/mg, ou

seja, cinco vezes maior que a atividade da T. harzianum.
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Tabela 1: Determinacdo da purificacdo e atividade da lacase do camardo Litopenaeus
vannamei, precipitado com as concentragdes de 0 — 30% e de 30 — 80% de sulfato de aménio e
do sobrenadante.

Amostra  Volume Atividade Proteina Atividade Proteina Atividade Purificacdo Rendimento

(mL) (mU/min)  (ng/mL) total total especifica (%)
(mU/mg)
Extrato 1 11 183,68 11 183,68 59,88 1 100
bruto
F (- 1 5,29 87,91 5,29 87,91 60,16 1,004 48,09
30%)
F (30 - 1 1,31 1,76 1,31 1,76 742,58 12,40 11,90
80%)
SF 1 2,36 -2,46 2,36 -2,46 -956,75 -15,97 21,45

Apos a precipitacdo da lacase, o extrato foi submetido a eletroforese SDS-PAGE, onde
a proteina em questdo se encontra com um peso molecular em torno de 35 kDa na fragdo (30-
80%) (terceira banda indicada por seta branca na figura 4). Porventura, na F (30-80%) seu grau
de purificacdo foi maior, de forma que no gel de eletroforese, apenas trés bandas foram
detectadas na fracdo (30-80%), confirmando que a purificacdo da lacase de L. vannamei
apresentou eficiéncia..

Nesse contexto, no experimento de Garcia (2006), foi utilizada a lacase de Pycnoporus
sanguineus, onde sua purificagdo foi obtida em Na.SOa, resultando em um rendimento de
13,9% com um fator de purificacdo de 54,1. A enzima purificada foi exposta a eletroforese em
gel SDS-PAGE, onde a mesma migrou em uma Unica banda, resultando em um peso molecular
de 70 kDa. No nosso experimento, o peso molecular foi em torno de 35 kDa, ou seja, obtivemos
uma lacase com caracteristicas estruturais diferentes. Isto € possivel, uma vez que foram

utilizados organismos diferentes do estudo citado.
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Figura 4. Eletroforese SDS-PAGE do extrato purificado de lacases do camardo Litopenaeus
vannamei com sulfato de amonio e purificada. P — padrdo de pesos moleculares; Coluna 1:
fracdo (0 —30%); Coluna 2: F (30 — 80%); Setas: mostram a localizacdo das bandas de proteinas.

Com as enzimas parcialmente purificadas, a atividade da lacase foi quantificada em
espectrofotobmetro frente ao substrato ABTS. Além disso, a atividade foi determinada
comparativamente com o substrato hidroquinona. A tabela abaixo (tabela 2) mostra que a
enzima nao obteve especificidade com o ABTS, com isso, ndo houve atividade especifica.

Comparando com o trabalho de Rampinelli (2016), em que foi utilizada a lacase de
Pleurotus sajor-caju CCB 019, utilizando o substrato ABTS, a mesma atingiu os valores de pH
6timo, que foram 2,5 e 3,0, resultando numa atividade relativa em torno de 98%. Porém, quando
foi aumentando o pH até a faixa alcalina, observou-se uma diferenca drastica em relacdo a
atividade da lacase, sendo cerca de 50% menor. Com isso, pode-se observar que no trabalho de
Rampinelli, a atividade da lacase é maior em pH acido, quando se utiliza 0 ABTS, porém isso
pode variar.

Nesse contexto, quando comparamos com 0 nosso trabalho do primeiro ano do PIBIC
(2020-2021), foi utilizado o substrato hidroquinona para reagir com a lacase, onde a mesma
obteve uma atividade no valor de 8 mU/mL. Ja no experimento atual, a enzima nao teve
atividade com o substrato ABTS.

Tabela 2: Determinacdo da atividade da lacase do camardo Litopenaeus vannamei, em funcéao
dos substratos ABTS e Hidroquinona.
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Substratos Atividade (mU/mL)

ABTS --

Hidroquinona 8

Apds a realizacdo dos experimentos, onde a enzima foi incubada e quantificada em
espectrofotdbmetro frente ao substrato Colina, foi obtido o pH 6timo e temperatura étima. A
determinacdo do pH o6timo (figura 5) da enzima, foi realizado pela variagdo do valor do pH,
numa faixa de 5,0 a 11,5 a 37°C, onde a mesma apresentou uma melhor atividade no pH alcalino
de 9,5, resultando numa atividade residual de 100%. Ja entre 0 meio acido e neutro (pH 6,5), a
L. vannamei teve uma queda entorno de 50% na sua atividade enzimatica.

A determinacdo da temperatura o6tima (figura 6) foi realizada pela variacdo da
temperatura, na faixa de 25°C a 100°C, com o pH étimo (pH 9,5), onde a mesma obteve uma
melhor atividade residual na temperatura de 100°C, no valor de 100%, e nas temperaturas mais
elevadas, a enzima conseguiu manter sua atividade num valor consideravel.

Nesse contexto, quando comparamos com o trabalho de Riedi (2019), foi utilizado
lacase de Pleurotus ostreatus, frente ao substrato ABTS, com variacdo de pH na faixa de 3,0 a
7,0. A mesma atingiu seu pH 6timo na faixa de 4,0, obtendo uma atividade enzimatica de 100%.
Ja na faixa de pH 5,0, a atividade enzimatica diminuiu cerca de 13% em comparag¢do com o pH
otimo (4,0). J& no nosso experimento, a enzima lacase do camardo L. vannamei, a enzima
atingiu o pH 6timo na faixa de 9,5.

Para o valor de temperatura 6tima, Riedi avaliou utilizando um intervalo de 20°C a
80°C, sendo que a lacase de P. ostreatus atingiu sua temperatura 6tima em 60°C, com 100% de
sua atividade, entretanto, com a temperatura a 40°C, sua atividade se manteve em 86%. Ja no
nosso experimento, a lacase atingiu sua temperatura 6tima na faixa de 100°C.
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Figura 5. Acompanhamento da faixa de pH 6timo da lacase. O resultado encontra-se expresso
pela média (n=2) e desvio padrdo do experimento realizado em duplicata.

100-
90
80
70
60
50-
40
30

Atividade Residual (%)

20+
104

L} 1 ]

T 1
40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 6. Acompanhamento da faixa de temperatura 6tima da lacase. O resultado encontra-se
expresso pela média (n=2) e desvio padrdo do experimento realizado em duplicata.

A figura abaixo (figura 7) mostra o percentual de degradacao dos corantes vermelho de
fenol,coomassie r, azul de bromofenol e azul de metileno, na auséncia (100%) e na presenca
da enzima. Feito os experimentos, foi possivel observar que para os corantes vermelho de
fenol, coomassie r e o azul de metileno, ndo houve diferenca estatistica significativa em
relacdo ao 100%, pois a enzima ndo conseguiu degradar nenhum desses corantes. Ja na figura
7B, a absorbéncia residual teve uma diferenca estatistica significativa de 25%, ou seja, a
enzima lacase conseguiu degradar ¥4 do azul de bromofenol, diminuindo a porcentagem do
corante de 100% para 75%.

Comparando com o trabalho de Carvalho (2005), foi utilizada a lacase de Lentinnus
sp., de modo que, na presenca do substrato Alcool veratrilico, foi-se possivel degradar 15% do
corante vermelho de fenol. Ja no nosso experimento atual, a lacase ndo obteve sucesso para a
degradacdo desse corante

Comparando com o trabalho de Zhuo et al. (2019), os resultados da degradacéo do azul
de bromofenol foram melhores, de modo que eles utilizaram diferentes isoenzimas de lacase
Pleurotus ostreatus HAUCC 162, a LACC6, LACC10 e LACC9. A LACC6 obteve um
resultado de descoloracdo melhor, degradando em 24 horas 79,1% do corante azul de
bromofenol (100 mg/L). A taxa de descoloracdo da LACC10 foi de 71,1% deste corante. Ja a

LACCO9 foi a que possuiu uma menor taxa de degradagdo, no valor de 65,1 para o azul de
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bromofenol. J& no nosso experimento, a lacase do L. vannamei conseguiu degradar 25% deste

mesmo corante.
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Figura 7. Determinagdo da degradacdo dos corantes, na auséncia (100%) e na presenca da
enzima lacase do camardo Litopenaeus vannamei. A) Metileno — absorbancia apenas do azul
metileno; Metileno + lacase — absorbancia do azul metileno na presenca da lacase. B)
absorbancia apenas do azul de bromofenol; Bromofenol + lacase — absorbancia do azul de
bromofenol na presenca da lacase. C) Vermelho de fenol + lacase — absorbancia do vermelho
de fenol na presenca de lacase; Coomassie r + lacase — absorbancia do Coomassie r na
presenca de lacase. N — N&o houve diferenca estatistica significativa. * - Houve diferenca
estatistica significativa em P<0,05. Os resultados estéo expressos em média +desvio padrdo e a
analise estatistica foi teste T.
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6.0 CONCLUSAO

A enzima foi utilizada para degradar compostos da industria téxtil, enfatizando o azul
de bromofenol, azul de metileno, vermelho de fenol e o coomassie brilliant blue r, onde foi
possivel observar que a mesma cconseguiu degradar apenas o corante azul de bromofenol.

Além disso, teve como finalidade utilizar o substrato Colina para reagir com a lacase,
e assim realizar a determinacdo dos parametros fisico-quimicos desta enzima. Neste contexto,
a lacase do L. vannamei apresentou uma faixa de pH 6timo e temperatura 6tima, sendo elas pH
9,5 e 100°C respectivamente. Desse modo, foi possivel concluir que a lacase do L. vannamei
obteve uma melhor atividade em pH alcalino e em temperatura elevada, pondendo apresentar
aplicagdes industriais e de biorremediagé&o.
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