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RESUMO

Hormonios sdo lancados constantemente em esgotos, sejam oriundos de excretas humanas ou
animais, sejam de residuos provenientes das industrias farmacéuticas, ndo tratados de forma
eficaz. O despejo destes micropoluentes nos recursos hidricos produz grande impacto
ambiental, como desregulacdo do sistema enddcrino em animais. O 17a-etinilestradiol (EE2)
¢ o0 mais popular estrogénio sintético, sendo encontrado nos recursos hidricos em
concentracdes consideraveis. Diversas estratégias estdo sendo estudadas para remediacdo
deste poluente. Enzimas como as lacases, que possuem baixa especificidade, sdo capazes de
oxidar diversos poluentes, sugerindo assim seu potencial no tratamento de efluentes. Outra
alternativa sdo 0s processos eletroquimicos, como a eletro-oxidacdo e eletrocoagulacéo.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de remocdo do EE2 por
processo bioldgico ou/e eletroquimico. O extrato bruto contendo a lacase de Pycnoporus
sanguineus foi imobilizado em beads de quitosana-alginato-Ca/Cu. Para caracterizagdo
parcial da enzima livre e imobilizada foram determinados pH e temperatura 6tima de
atividade enzimatica. A remediacdo bioldgica foi realizada nas condic@es: agitacdo (100 rpm);
temperatura em 28°C (x 2); tempos de 4, 8 e 24 horas; solucdo de EE2 tamponada em pHs 4 e
5, e solucdo do horménio sem adicdo de tampédo. A remediacdo eletroquimica: agitacdo
magnética; tensdo de 2,5, 5 e 7,5 V; tempos de 10, 20 e 40 minutos; solucdo de EE2
tamponada em pHs 5 e 7. Para remediacdo bio-eletroquimica, de modo sequencial, foram
utilizadas as condi¢cfes mais adequadas para ambas as tecnologias. Nos ensaios de remediacao
do hormdnio EE2 com a enzima imobilizada, o melhor resultado foi obtido para beads de
quitosana-alginato-Ca com remocéo de 89,81% (£ 2,71) em tampé&o acetato de sédio pH 5 e
24 horas de tratamento. Nas mesmas condicGes, para a enzima livre foi obtido 91,81% (x
0,86) de remocdo. Para remediacdo eletroquimica, com eletrodo de titdnio foi removido
86,21% (+ 9,30) do EE2, em tampdo fosfato pH 7 e 40 minutos. Para a remediacdo bio-
eletroquimica em modo sequencial, obteve-se remocao do EE2 em concentragcdes abaixo do
limite de deteccdo do cromatdgrafo, com a enzima imobilizada atuando em solugdo nédo
tamponada. Conclui-se que as duas tecnologias sdo bastante eficientes para a remocéo do

EE2, podendo ser utilizadas separadamente ou em conjunto.

Palavras-chave: desregulador enddcrino. Lacase. Imobilizacdo enzimatica. Eletrodo de
titanio. Eletro-oxidacdo. Remediagéo.



ABSTRACT

Hormones are released constantly in sewage, originated by of human/animal excreta, or waste
of pharmaceutical industries, not treated satisfactorily. The eviction of these pollutants in
water resources produces great environmental impact, as disruption in animals’ endocrine
system. The 17a-ethinylestradiol (EE2) is the most popular synthetic estrogen, which is found
in water and in considerable concentrations. Several strategies are being studied to remedy
this pollutant. Enzymes as laccases, which have low specificity, are able to oxidize various
pollutants, thus suggesting their potential in the treatment of effluents. Another alternative are
the electrochemical processes as electro-oxidation and electrocoagulation. The aim of this
study was to evaluate the removal efficiency of the EE2 for biological or/and electrochemical
process. The crude extract containing the laccase from Pycnoporus sanguineus was
immobilized in Ca/Cu-alginate-chitosan beads. For partial characterization were determined
optimum pH and optimum temperature of enzyme activity, for free and immobilized enzyme.
Biological remediation was performed in these conditions: shaking (100 rpm); temperature at
28°C (£ 2); times of 4, 8 and 24 hours; EE2 solution buffered at pH 4 and 5, and EE2 solution
without addition of buffer. For the electrochemical remediation: magnetic stirring; voltage of
2.5, 5 and 7.5 V; times of 10, 20 and 40 minutes; pHs 5 and 7. For bio-electrochemical
remediation the best conditions were used. In the remediation assays of the EE2 with
immobilized enzyme, the best result was obtained for the support Ca-alginate-chitosan with
89.81% (+ 2.71) removal, in sodium acetate buffer pH 5.0 and 24 hours of treatment. Under
the same conditions to the free enzyme, 91.81% (= 0.86) of removal was obtained. For
electrochemical remediation with titanium electrode, 86.21% (+ 9.30) was removed in pH 7
phosphate buffer and 40 minutes. For sequential bio-electrochemical remediation, EE2
concentrations were below the limit of detection of the chromatograph, with the removal by
immobilized enzyme acting in unbuffered solution. It can be concluded that the two
technologies are very effective for the removal of the EE2.

Key words: endocrine disrupter. Laccase. Enzymatic immobilization. Titanium electrode.

Electro-oxidation. Remediation.
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1 INTRODUCAO

Recentes estudos tém mostrado que Vvarios produtos quimicos despejados comumente
no meio ambiente, utilizados na agricultura, industria, atividade domestica e em produtos para
cuidados pessoais, possuem relacdo com os danos causados ao sistema endocrino de animais.
Estes micropoluentes quimicos ou desreguladores enddcrinos incluem pesticidas,
desinfetantes, aditivos plasticos, fa&rmacos, dentre outros (CARR et al., 2008; SOUZA, 2011;
PADILHA; LEITZKE, 2013).

Os desreguladores enddcrinos sdo substancias quimicas capazes de interferir no
funcionamento natural do sistema hormonal alterando sua funcdo, provocando efeitos
adversos a saude (organismos intactos) e ao ecossistema (descendéncia e/ou (sub) populacdes)
(COMMISSION of the EUROPEAN COMMUNITIES, 1999; MACHADO, 2010).

Tais micropoluentes podem atuar de trés formas distintas (Figura 1): (A) imitando a
acdo de um horménio naturalmente produzido, como estrogénio ou testosterona, e
desencadeando assim reacfes quimicas semelhantes no corpo; (B) bloqueando os receptores
hormonais nas células, impedindo a acdo dos hormdnios naturais; (C) afetando a sintese,
transporte, metabolismo e excre¢cdo de horménios naturais (COMMISSION of the
EUROPEAN COMMUNITIES, 1999; CARR et al., 2008).

Figura 1 - Esquema representativo de atuacdo dos desreguladores enddcrinos.

Célula Célula

Desreguladores
endadcrinos

Cee

Hormonio natural

) 4

Interfere na sintese dos
horménios naturais

Fonte: Autora.

Existem basicamente trés classes de substancias que podem alterar o funcionamento
do sistema endocrino: (a) os hormdnios naturais que incluem estrogénio, progesterona e

testosterona, presentes no corpo humano e nos animais, (b) os fitoestrogénios, substancias
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contidas em algumas plantas, como nas sementes de soja, € que apresentam uma atividade
semelhante aos esteroides hormonais; e (c) as substancias sintéticas que incluem os
horménios sintéticos utilizados como contraceptivos orais e/ou aditivos na alimentacéo
animal, os Xxenoestrogénios, incluindo nesta categoria 0s pesticidas, aditivos plasticos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, compostos de organoestanho, alquilfendis, e ainda
subprodutos de processos industriais, como as dioxinas e furanos (BILA; DEZOTT], 2007).

1.1 ETINILESTRADIOL E CONTAMINAGAO AMBIENTAL
Derivado do 17p-estradiol (E2), um estrogénio natural, o 17a-etinilestradiol (EE2)
(Figura 2) é um estrogénio sintético utilizado em diversas formulagbes de pilulas de

contraceptivos orais e na terapia de reposicao hormonal (FERREIRA, 2008).

Figura 2 - Estrutura quimica do 17B-estradiol (A) e 17a-etinilestradiol (B).

Fonte: Autora.

A adicdo do grupo etinil, na posi¢do 17 de sua estrutura (Figura 2-B) em relacdo ao
E2, o torna mais resistente a0 metabolismo e confere um maior potencial estrogénico. Em
seres humanos, a afinidade de ligacdo do EE2 aos receptores estrogénicos € uma a duas vezes
mais elevada do que ao E2 produzido naturalmente, e até cinco vezes mais elevada para
algumas espécies de peixes (ANDREW et al., 2010; ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA,
2014).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas, o EE2 apresenta baixa solubilidade em
4gua (4,8 mg.L™* em 20°C), quando comparado aos estrogénios naturais (13 mg.L™ em 20°C).
O valor de 4,14 para o logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) indica certa
hidrofobicidade do composto, o0 que reflete em uma tendéncia a migracdo para 0 meio
organico, apresentando assim poder de bioacumulacdo, sendo também encontrado em
sedimentos (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014).
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A maioria das pilulas anticoncepcionais contém entre 20 e 50 pg de EE2 por
comprimido, e sdo ingeridos em doses diérias. Sendo que 20 a 48% sdo metabolizadas no
organismo e o restante é eliminado na sua forma original ou em conjugados sulfatos, nédo
ativa, ou glucoronideos, que voltam a forma livre em ambientes naturais (Figura 3)
(RAIMUNDO, 2011).

Figura 3 - Metabolismo e transformacao do etinilestradiol no organismo e formas de excre¢ao no
meio ambiente.

EEZ2 ingerido
(20 — 50 pg/dia

s

20-48%
metabolizado
no organismo

77 % na forma ¢
EEZ2- livre

30 % excretado

40 % do EE2
ingerido atinge Y,

27 %

o esgoto na _\\
forma livre

excretado na urina

100 % conjugado
retorna a forma
EE2-livre

-

63 % como
conjugado
EE2-glucoronideo

.

11 % como
conjugado
EE2-sulfato

/\- EE2 inativo

Fonte: Raimundo (2011).

ProjecOes realizadas em 2006 pelo setor industrial farmacéutico consideravam que
existiam no Brasil cerca de 8 milhdes de usuarias de pilulas anticoncepcionais, havendo a
perspectiva desse numero chegar a 45 milhdes nas proximas duas décadas (MACHADO,
2010).

Devido a sua elevada resisténcia a biodegradacdo, o EE2 é o principal desregular
enddcrino hormonal encontrado no ambiente aquatico (FERREIRA, 2008). A deteccdo desse
estrogénio em recursos hidricos varia conforme sua presenca em esgotos ou efluentes
industrias. Como exemplos, a Tabela 1 apresenta alguns valores encontrados em diversas

cidades brasileiras.

Tabela 1 - Presenga de etinilestradiol (EE2) em recursos hidricos de cidades brasileiras.

Cidade EE2 (ng.L™) Fonte
Campinas - SP / Rio Atibaiba >3 Raimundo (2011)
Campo Grande - MS / Aguas subterraneas >6,25 Souza (2008)
Fortaleza - CE/ ETEs 1000 Souza (2011)

Belo Horizonte - MG/ Vargem das Flores 54 Moreira (2008)

Curitiba - PR / Alto lguagu <120 a 5900 Machado (2010)
Curitiba - PR / Rio Belém 5830 Padilha e Leitzke (2013)
Goiania - GO / Rio Meia Ponte 2970 Fonseca et al. (2012)
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A grande diferenga entre os valores de concentragdes observadas na Tabela 1 pode
estar relacionada com alguns fatores, como o nivel de contaminacéo da area estudada; o0 ano
de publicacdo dos trabalhos, uma vez que o consumo de anticoncepcionais cresce em 23% no
Brasil a cada ano; a estacdo do ano em que as amostras foram coletadas, pois o ciclo de
chuvas interfere na vazao dos rios (MACHADO, 2010).

Como a deteccdo e quantificacdo do EE2 e de outros desreguladores enddcrinos séo
relativamente recentes, a legislagdo CONAMA 430/2011, que trata da gestdo do lancamento
de efluentes em corpos de aguas receptores, ndo estabelece limites da concentracdo destes
contaminantes, aceitaveis no meio ambiente (PADILHA; LEITZKE, 2013).

Além dos locais ja mencionados, diferentes desreguladores enddcrinos também foram
detectados em amostras de agua mineral engarrafada. No estudo realizado por Plotan et al.
(2013), foi constatada atividade hormonal em 78% de um total de 14 marcas distintas.
Atividades estrogénica, androgénica, progestogénica e glicocorticoides foram encontradas em
38%, 38%, 36% e 55% das amostras, respectivamente.

Estudos de campo e de laboratério tém fornecido abundantes evidéncias sobre os
efeitos da exposicdo ao EE2, tais como proporcdes elevadas de peixes hermafroditas,
diminuicdo da quantidade de ovos e producdo de espermatozoides, diminuicdo da qualidade
dos gametas, reducdo da fertilidade e fecundidade, além de mudangas de comportamento
(ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA, 2014).

Em estudo molecular, o efeito prejudicial do EE2 a saude de peixes foi comprovado a
partir de ensaios de reproducdo com o Danio rerio, zebrafish. Estes foram expostos a no
méximo 25 ng.L™* de EE2, e constatou-se ma formacao gonadal, diminuicdo da transcricdo de
genes masculinos predominantes, o que levou a distdrbios reprodutivos no ambiente
(CASPILLO etal., 2014).

1.2 REMOCAO DE DESREGULADORES ENDOCRINOS

Devido aos danos ambientais provocados pelos desreguladores endocrinos, diversos
processos estdo sendo estudados para remover ou degradar esses poluentes. Os processos
podem ser divididos em trés grupos, os processos fisicos, que envolve apenas adsorcéo, e 0s
processos quimicos e biologicos, que promovem a degradacdo e/ou adsor¢éo.

Sabe-se que 0s processos convencionais de tratamento de dguas, que envolve as etapas
de coagulacdo, floculagéo e sedimentagdo entre outros, tém sido relatados como sendo
ineficazes na remocao de farmacos, que incluem os desreguladores enddcrinos (PAN et al.,
2008).
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A remogdo por adsorcdo do EE2 empregando turfa decomposta, um sedimento
orgénico obtido da decomposi¢do parcial da matéria vegetal em um ambiente propicio,
resultou em eficiéncia de 55% na remocao por adsor¢do do hormoénio em solugbes aquosas.
A boa capacidade de adsorcdo deve-se a presenca de grupos funcionais reativos que atuam
nas reacdes de troca idnica, elevando assim o potencial de adsor¢do de espécies como metais
e moléculas orgéanicas polares (FERNANDES et al., 2011).

Ja dentre 0s processos quimicos mais comumente estudados estdo 0S processos
oxidativos avancados (POAs). Os POAs sdo caracterizados por reacdes de oxidacdes
quimicas intermediadas pelo radical hidroxila, espécie extremamente reativa e pouco seletiva.
O potencial padrdo de reducdo do radical hidroxila (E® = 2,73 V), muito superior ao dos
oxidantes convencionais, faz com que atue na oxidacdo de uma grande variedade de
substancias (MELO et al., 2009). Dentre esses processos estdo a fotocatalise de peréxido de
hidrogénio, ozonizacéo, fotocatalise heterogénea, fenton e foto-fenton. Como exemplo, no
processo feton homogéneo assistido por luz solar, ao realizar a remocgédo de estrogénios,
incluindo o EE2, Liz (2013) obteve degradacdes superiores a 90%.

Ainda em processos quimicos para remocdo de EE2, a partir da remediacdo
eletroquimica, um grupo de pesquisadores realizou o processo de remocdo anoddica do
horménio com eletrodos de cartolinas de carbono. Observaram que meios alcalinos (pH > 8)
favoreceram a oxidacgdo anddica, enquanto os meios acidos e neutros favoreceram a remogao
fisica por adsorcédo a superficie do eletrodo. Entretanto, a taxa de remog¢do maxima para uma
tensdo de 1,25V, pH 8 e 30 minutos de eletrdlise foi de 45%, valor relativamente baixo
considerando-se a elevada relagdo area eletrodo / volume de solugdo (LINO et al., 2013).

Os processos biologicos ou biorremediacdo utilizam as fungbes naturais dos micro-
organismos para a remediacdo de poluentes ambientais. O baixo custo operacional e a relativa
facilidade de aplicagdo aumentam a possibilidade do uso de micro-organismos no tratamento
de contaminantes diversos (UTO, 2009).

O processo biologico mais empregado para remocao de estrogénios é o processo de
lodo ativado, como nas estacBes de tratamento de esgoto. Para 0 horménio EE2, as remocdes
e/ou biodegradagdes obtidas variam largamente, de 34 a 94 % (ESPERANZA et al., 2004,
CARGOUET et al., 2004).

O uso de fungos de decomposicdo branca da madeira, que degradam celulose,
hemicelulose e lignina, quebrando-as em moléculas menores até CO, e H,0, através da acdo

de enzimas oxidativas extracelulares, esta sendo explorado como uma alternativa mais eficaz
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quando comparado ao uso do lodo ativado, pois estas enzimas destacam-se pela capacidade de
degradar uma ampla gama de xenobidticos (LLORET et al., 2010; GIMENES, 2011).

1.3 PYCNOPORUS SANGUINEUS

O Pycnoporus sanguineus é um basidiomiceto, fungo de decomposi¢do branca,
popularmente conhecido por “orelha-de-pau”, facilmente encontrado em regides tropicais e
subtropicais, e de facil cultivo, podendo desenvolver-se tanto em plantas vivas como mortas
(GARCIA, 2006; BAUMER, 2009). O fungo é uma espécie eutérmica, o que explica sua
ocorréncia em todas as estacGes do ano. Este fungo sintetiza cerca de sete pigmentos, e é
conhecido por sua intensa cor laranja avermelhada (BAUMER, 2009).

Dentre as enzimas extracelulares, o género Pycnoporus produz lacases como enzimas
lignoceluloliticas predominante, em menor quantidade manganés peroxidase (MnP) e lignina
peroxidase (LiP). Tem sido relatado que a producdo de lacase por membros deste género
aumentou apos inducdo das culturas de fungos com substratos fendlicos, tais como o acido
ferulico, 2,5-xilidina, alcool veratrilico ou lignosulfonato (VALERIANO et al., 2009).

1.3.1 Enzima lacase

As lacases (benzenodiol: oxigénio oxidoredutase (EC 1.10.3.2)) pertencem ao grupo
das polifenoloxidases, que contém atomos de cobre no centro catalitico, sendo também
chamadas de multicobre oxidases (BALDRIAN, 2006). Estas enzimas, além de serem
produzidas por fungos basidiomicetos, também estdo presentes em plantas e insetos
(GARCIA; SANTIAGO; ULHOA, 2007).

As lacases sdo glicoproteinas monoméricas, diméricas ou tetrameéricas, com quatro
atomos de cobre (1, 2 ou 3) por monémero localizado no sitio catalitico. Tipo 1 (T1) de cobre
é responsavel pela oxidacdo do substrato e confere a cor azul para a enzima. As lacases
utilizam oxigénio molecular para oxidar uma variedade de doadores de hidrogénio aromaticos
e ndo aromaticos por meio de um mecanismo que envolve radicais. Estes radicais podem
sofrer novas reacOes catalisadas por lacases e/ou reagdes ndo enziméticas (MAJEAU; BRAR,;
TYAG, 2010).

O ciclo catalitico da lacase compreende: (1) reducédo do cobre T1 pelo substrato, (2)
com transferéncia interna de elétrons do cobre T1 para os cobres T2 e T3, e (3) reducéo de
oxigénio molecular para dgua através de sua interacdo com os cobres de T2 e T3 (Figura 4)
(BALDRIN, 2006).
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Figura 4 - Ciclo catalitico da lacase.
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Fonte: Baldrian (2006), modificada.

Para os fungos, em relacdo a fisiologia, as lacases estdo envolvidas em processos de
morfogénese, degradacdo de lignina, patogénese, detoxificacdo e formacdo de pigmentos
(JUNIOR, 2010). Na degradacdo da lignina, as lacases atuam em conjunto com outras
enzimas, ou na remocao de compostos tdxicos formados durante o processo de degradacdo
(BALDRIAN, 2006).

Lacases ndo necessitam da adicdo ou sintese de cofatores, como no caso do peroxido
de hidrogénio para a peroxidase. A enzima utiliza o oxigénio molecular disponivel no
ambiente, reduzindo os custos de producdo (JUNIOR, 2010).

Como substratos sintéticos é possivel citar o ABTS (2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) e a seringaldazina (4-Hidroxi-3,5-Dimetoxibenzaldeidazina)
(JUNIOR, 2010). Cerca de cem compostos diferentes foram identificados como substratos
para as lacases fungicas (BALDRIAN, 2006).

Na Tabela 2, estdo alguns substratos caracterizados como poluentes ambientais e que
foram oxidados pela lacase. Conforme a Tabela 2, trabalhos ja utilizaram a lacase livre na
remediacdo do EE2, contudo, o uso da enzima nesta forma torna o processo de
biorremediacdo de alto custo, pois ndo ha a possibilidade de reuso da enzima, fazendo-se

necessario a imobilizacdo para que seja economicamente vidvel a aplicacéo.
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Tabela 2 - Diferentes poluentes ambientais utilizados como substrato pela lacase.

Quimicos

Referéncia

Agrotoxicos

Corantes

IndUstria
papeleira

Monofendis

Anti-
inflamatorios

Desreguladores
enddcrinos

Organofosforado metil paration
Organofosforado acefato

Acido azul 62, acido amarelo 36 e
acido laranjado 7

Vermelho Congo

Vermelhor reativo B-3BF

Remazol Brilliant Blue R, Reactive
Black 5 e Bismark Brown R

Branqueamento da pasta kraft

Fenol e p-clorofenol
2,6-dimetoxifenol
2,4-diclorofenol
Diclofenaco e naproxeno

Bisfenol A
Triclosan

Nonilfenol

Etinilestradiol

Gao et al. (2014)
Jardim (2010)

Trovaslet et al. (2007)

Sadighi e Faramarzi (2013)
Wang et al. (2008)
Daéssi et al. (2014)

Tavares (2006)

Liu etal. (2012)
Hublik e Schinner (2000)
Pan et al. (2014)
Lloret et al. (2010)

Mita et al. (2009)
Cabana, Ahamed e Leduc
(2011) e Ramirez-Cavazos et
al. (2014)
Ramirez-Cavazos et al.
(2014)

Junior (2010), Lloret et al.
(2010), Lloret et al. (2011) e
Lloret et al. (2012)

1.4 IMOBILIZACAO

H& diferentes métodos de imobilizacdo e sua escolha depende de aspectos como: (a)
caracteristicas fisico-quimicas do material a ser utilizado como suporte, (b) propriedades da
enzima escolhida (atividade, estabilidade, resisténcia as condicdes de trabalho, temperatura,
pH), (c) vantagens do método, como processo facil de ser realizado, capacidade de retencao
das enzimas e custo beneficio (regeneragdo do suporte e o valor do produto final) (CAZES et
al., 2014).

A imobilizacdo permite uma estabilizacdo bem sucedida de muitas enzimas
multiméricas contra a dissociagdo em subunidades, aumentando a rigidez na estrutura, o que
reduz a propensdo para a inativacdo por meio de alteragcbes conformacionais e inativagao

quimica. Além disso, a imobilizacdo tem sido praticada para tornar possivel 0 uso repetitivo
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de um mesmo lote de enzimas, cessar uma reagdo rapidamente e obter produto relativamente
puro (GUZIK et al., 2014).

Entre os diferentes métodos de imobilizacdo, o aprisionamento (Figura 5) é um
processo suave e gera relativamente poucos danos a estrutura nativa da enzima. O
aprisionamento é definido como a retencdo fisica de enzimas em uma matriz sélida porosa,
como em biopolimeros (poliacrilamida, colageno, alginato, gelatina ou quitosana). A enzima é
adicionada em primeiro lugar na solu¢cdo de monémeros, e um processo de polimerizacdo
subsequente mantém as enzimas presas, impedindo o contato direto com o meio externo
(FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013).

Figura 5 - Imobilizag&o de enzima por aprisionamento em poros de matriz polimérica.

e

Fonte: Fernandez-Fernandez, Sanroméan e Moldes (2013).

1.4.1 Biopolimeros

O alginato de sddio, também conhecido como sal de sodio do &cido alginico, € um
copolimero natural linear de acido L-gulurdnico e &cido D-manurdnico encontrado em algas
castanhas, que pode formar uma estrutura reticulada em formato de esferas, denominadas de
beads, quando em contato com Ca** (Figura 6) (MAHMOOD; SIDDIQUE, 2010; SUN et al.,
2013), Fe** (SINGH et al., 2014) e Cu** (BRANDI et al., 2006; PAN et al., 2014), dentre
outros.

Os alginatos sdo copolimeros ndo aleatorios, mas de acordo com a fonte de algas,
consiste de blocos de residuos semelhantes e rigorosamente alternadas, cada um dos quais
com diferentes preferéncias de conformacao e de comportamento (MAHMOOD; SIDDIQUE,
2010).
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Figura 6 - A. Unidade estrutural do alginato. B. Estrutura reticulada entre Ca** e alginato.

Fonte: Mahmood e Siddique (2010) e Liz (2013).

Beads de alginato de célcio oferecem muitas vantagens devido a sua simplicidade, a
natureza eco-amigavel, custo-efetividade, biocompatibilidade e resisténcia ao ataque
microbiano. O método por aprisionamento em beads protege as enzimas contra fatores
ambientais tais como pH, temperatura, solventes organicos e agentes quelantes (RAHIM et
al., 2013; GUZIK et al., 2014).

Enquanto isso, as desvantagens sdo a limitacdo de permeabilidade do substrato, baixa
carga enzimatica aprisionada, grande tamanho dos poros, consequentemente, fuga elevada de
enzima e baixa resisténcia mecanica (RAHIM et al., 2013; DAASSI et al., 2014). Porém, as
duas Ultimas desvantagens podem ser solucionadas, aumentando-se a concentracdo do
biopolimero alginato e/ou adicionando-se polimeros catidnicos.

Outro biopolimero de interesse, a quitosana (Figura 7) € um polissacarideo catidnico
obtido a partir de desacetilacdo parcial da quitina por processos de hidrélise bésica. E
composta pelas unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose, as quais sdo unidas por ligacdes glicosidicas do tipo B(1—4) e que podem
formar complexos polieletrélitos com polimeros polianidnicos, tais como alginato
(JANEGITZ et al., 2007; WANG et al., 2014).

Figura 7 - Estrutura quimica da quitosana.

CHs

Fonte: Autora.
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A quitosana é conhecida como um material de suporte ideal para imobilizacdo de
enzimas. A utilizacdo deste biopolimero é favorecida pelo teor elevado de grupo amino, o
qual promove a ligacdo com a enzima, pela solubilidade em solu¢des aquosas suaves &cidas,
mas insolubilidade perto e acima do seu valor de pKa de 6,3, pela resisténcia mecanica e
resisténcia a degradacdo quimica. Outras vantagens sdo: producdo de baixo custo,
ecologicamente interessante, por ser biodegradavel e biocompativel, e apresenta propriedades
antibacterianas (JANEGITZ et al., 2007; CABANA; AHAMED; LEDUC, 2011).

A quitosana pode ser utilizada na formacdo da bead de alginato de calcio para
aumentar a estabilidade dos poros, pois a quitosana pode interagir com alginato via interagoes
eletrostaticas, formando uma membrana de complexo composta pelos dois polimeros. A
reacdo direta entre eles pode formar beads com propriedades mecanicas melhoradas (LU;
ZHAO; WANG, 2007; WANG et al., 2014).

1.5 REMEDIACAO ELETROQUIMICA

A descontaminacdo de aguas, por meio de processos eletroquimicos diretos ou
combinados, esta sendo considerada como uma alternativa atraente, devido a melhora
significativa dos materiais que compdem os eletrodos (SIRES; BRILLAS, 2012).

As tecnologias eletroquimicas apresentam como vantagens sua compatibilidade
ambiental, versatilidade, alta eficiéncia energética, manuseamento facil com o uso de
equipamento simples e seguranca porque operam em condi¢cBes brandas (ANGLADA,
URTIAGA; ORTIZ, 2009; SIRES; BRILLAS, 2012).

Os processos de remediacdo eletroquimica em ambiente aquoso podem ser divididos
em:

a) Fisico: a remocdo ocorre sem alteragdo da estrutura quimica. Tecnologias que
combinam processos de pressdo impulsionada sobre membrana (micro, nano, ultrafiltracéo e
0sSmose reversa) com processos eletroquimicos sdo os exemplos mais comuns de remogéo
fisica (SIRES; BRILLAS, 2012).

b) Fisico-quimico: a remocao necessita de um procedimento quimico e em seguida um
fisico, ou vice-versa. A eletrocoagulacdo é um exemplo de processo fisico-quimico, que
envolve a geracdo de coagulantes por dissolucao elétrica de ions aluminio ou ferro, a partir de
eletrodos de sacrificio constituintes destes materiais. A dissolu¢do de ions metalicos, em pH
adequado, formam hidroxidos metélicos que desestabilizam, adsorvem e agregam
contaminantes em suspensao ou precipitado (CHEN, 2004; OUAISSA et al., 2014).
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A geragdo de ions metélicos ocorre no anodo, equacéo (1), formando os complexos
metalicos em meio &cido, equacao (2), ou alcalino, equacéo (3).

Al > Al + 3¢ (1)
AlP* ) + 3H20 > AI(OH)3 + 3H* (2)
AI** 4+ 30H > AI(OH); ©)

No cétodo ocorre a liberacdo de gés hidrogénio, em meio acido, equacdo (4), ou
alcalino, equacéo (5).
3H" + 3e > 3/2Hy 4)
3H,0 + 3e” > 3/2H;() + 30H" (5)

¢) Quimico: a remoc¢do ocorre com modificacdo na estrutura e funcdo quimica do
composto. Na técnica eletroquimica mais popular para remediacdo de aguas, a oxidagdo
eletroquimica ou eletro-oxidacdo, 0s compostos organicos podem ser removidos por eletrélise
direta, quando os elétrons sdo transferidos diretamente para a superficie do anodo, ou
eletrélise indireta, quando espécies reativas de oxigénio atuam na transferéncia de elétrons
entre 0 composto organico e a superficie do eletrodo. Na eletrolise indireta ha duas
abordagens: adsorc¢ao fisica do radial *OH, promovendo combustdo eletroquimica, em que os
poluentes s&o mineralizados, ou formacéo de "oxigénio ativo” quimicamente adsorvido, com
conversdo eletroquimica dos poluentes em compostos biodegradaveis (Figura 8) (SIRES;
BRILLAS, 2012).

Conforme a Figura 8, o anodo (M) oxida a agua, levando a formacdo de radical
hidroxila adsorvido fisicamente na superficie (M(*OH)), denominado, entdo, de 4nodo “ndo
ativo”. O *OH pode entdo reagir com contaminantes organicos (R), gerando um radical
organico (Re), que na presenca de oxigénio ou hidroxilas geram produtos oxidados. Para
anodo "ativo" a interagdo do radical *OH ¢ tdo forte com a superficie, que a adsor¢do quimica
pode formar superoxido MO. Entdo, o anodo MO promove a oxidacdo do poluente
(MARSELLI et al., 2003; MURUGANANTHAN et al., 2007; SIRES; BRILLAS, 2012;
BARRIOS et al., 2015).

Os materiais que constituem os anodos mais comuns, utilizados em processos que
envolvem eletro-oxidacéo, séo os de Pt, IrO,, RuO,, PbO,, SnO, e diamante dopado com boro
(SIRES; BRILLAS, 2012). Os constituidos de diamante dopado com boro
(MURUGANANTHAN et al., 2007; FRONTISTIS et al., 2011), beads de carbono vitreo em
reator (CONG; IWAYA,; SAKAKIBARA, 2014) e titanio revestidos por SnO, (FENG et al.,

2010) séo exemplos de anodos ja utilizados na remediacdo do EE2 e E2.
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Figura 8 - Esquema de oxidacao indireta que ocorre no a&nodo para remediagdo de compostos
organicos.

Oxidagdo indireta

O2 ; 2 2
H20 ® (1) eletrdlise da agua e geragdo de

radicais *OH.

Ht+e" m CO2+nH20

+HY +e Anodo n3o ativo — M (*OH)

(2) evolug@o de O, por oxidagao
eletroquimica de radicais *OH.
(3) oxidagdo do composto.
organico (R) atravésde radicais
M (*OH) “OH.

Anodo ativo - MO

(4) formacdo de superdxido no

m eletrodo (MO).

(5) evolugaode O, pela
decomposicdo quimica do
superoxido MO.
(6) oxidagdo do composto
organico (R), via MO.

H*+e”

Fonte: Marselli et al. (2003), modificado.

d) Bioldgico: utiliza campo elétrico para viabilizar o transporte de micropoluentes aos
micro-organismos; ou atuam separadamente, realizando primeiro a remocao biolégica e em
seguida eletroguimica, ou vice-versa. Sendo assim, a mineralizacdo completa de um poluente
pode ser alcancada (BELKHEIRI et al., 2011).

1.6 REMEDIACAO B10-ELETROQUIMICA

Para realizacdo de uma remediacdo biologica e eletroquimica, os dois tratamentos
podem ser realizados simultaneamente, como no trabalho de Tiehm et al. (2010), para
biodegradacao de tolueno em sistema aquifero, ou sequencial, dependendo do composto alvo.

Para a remediacdo de compostos antimicrobianos a eletro-oxidacdo foi realizada
primeiro e posteriormente o tratamento em sistemas de cultura com lodo ativado, devido a
inviabilidade de o processo ocorrer simultaneamente, ja que esta classe de contaminantes, em
geral, reduz o metabolismo e efetividade do processo bioquimico (YAHIAQUI et al., 2013;
HAN et al., 2008). Outros compostos de elevada toxicidade também séo remediados de forma
sequencial, como o pesticida organofosforado, fosmete, em que primeiramente foi realizado a
eletro-oxidacéo e em seguida tratamento biologico com lodo ativado (SALLES et al., 2010).
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Na remediacdo de efluentes téxteis, foi utilizada a oxidagdo eletroquimica e em
seguida lodo ativado de estacdo de tratamento para remediacdo bioldgica (LIN; PENG, 1996).
Porém outro trabalho, também para remediacdo de efluentes téxteis, foi utilizado um biofilme
constituido pelos micro-organismos Aeromonas salmonicida e Pseudomonas vesicularis, e em
seguida a oxidacdo eletroquimica (KIM et al., 2002).

A escolha do processo bioldgico a ser empregado dependera principalmente do
composto alvo, podendo ser utilizado micro-organismos tolerante ao mesmo, sendo assim
passiveis de degradacdo; o préprio lodo ativado de estacbes de tratamento, que sem
especificidade degrada diversos contaminantes; ou por enzimas, que torna 0 processo mais
agil.

Para a remediacdo eletroquimica os eletrodos podem ser de diversos materiais. Assim,
a eletrocoagulacédo, é perfeitamente compativel com eletrodos de metais ndo nobres e de
menor custo como ferro e aluminio; ja processos visando mineralizagcdo, como a eletro-
oxidacgdo, exigem uso de metais mais inertes; enquanto processos adsortivos de compostos
organicos se adequam a eletrodos de carbono porosos.

De acordo com os dados apresentados, 0 horménio EE2 é um contaminante de grande
relevancia ambiental, devido aos efeitos deletérios causados nos seres vivos expostos aos
efluentes na sua presenca. A enzima lacase ja é comprovadamente capaz de oxidar este
hormbnio, fazendo com que ele perca a atividade estrogénica. Porém, para aplicacdo de
enzimas a forma livre torna-se de alto custo, pois ndo € possivel o reaproveitamento, o que se
justifica, entdo, a imobilizacao.

Completa mineralizagdo pode ndo ser atingida apenas com o tratamento bioldgico,
sendo assim, neste trabalho é proposto o uso da tecnologia eletroquimica objetivando uma
degradacdo mais efetiva do contaminante, realizando um processo inovador de remediagéo

bio-eletroquimica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficiéncia de remocdo do horménio sexual sintético EE2 por processos

bioldgico ou/e eletroquimico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e determinar as condic¢Ges 6timas para atividade da enzima lacase do fungo P.
sanguineus;

e Otimizar o processo de imobilizagdo da enzima lacase em beads de quitosana-
alginato-Ca/Cu;

e Determinar as condigdes 6timas para remediar o EE2 com as beads contendo a enzima
imobilizada;

e Utilizar diferentes eletrodos para remediacdo eletroquimica, eletrocoagulacdo ou
eletro-oxidacéo, do EE2;

e Determinar a concentracdo dos metais, constituintes dos eletrodos, liberados durante a
remediacdo eletroquimica;

e Realizar sequencialmente a remediacdo bioldgica com a lacase imobilizada em beads
de quitosana-alginato-Ca e remedicdo eletroquimica com eletrodo de titdnio (anodo) e
aco inoxidavel (catodo);

e Determinar a porcentagem de remediacdo do EE2 de todos os tratamentos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 TRATAMENTO BIOLOGICO
3.1.1 Origem e manutencéo do fungo

O fungo P. sanguineus CCT-4518 utilizado neste trabalho, foi adquirido da Fundacao
André Tosello — Campinas — S&o Paulo, e faz parte da colecdo de micro-organismos do
Laboratorio de Enzimologia e Biocatalise Ambiental (LEnziBio) da Faculdade de Farmécia -
UFG.

Para manutencdo do micro-organismo foram realizados cultivos periddicos em placas
de Petri contendo meio solido batata, dextrose e agar (BDA) (HiMedia, india). Cada placa foi
inoculada com um disco de 5 mm de diametro do fungo e incubada em Estufa BOD (TE-391,
Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 28°C durante 7 dias, conforme estabelecido por Garcia

(2006). Apos o periodo, os fungos foram armazenados em geladeira a 4°C.

3.1.2 Producéo e determinacdo enzimatica

Para obtencdo do extrato bruto contendo a enzima lacase, foram preparados
erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio de cultivo: 12,8 g.L ™ de extrato de malte
(HiMedia), 0,005 g.L™ de CuSO, (Cromoline, Diadema, SP, Brasil) e 50 mg.L™” de 2,5-
xilidina (Sigma-Aldrich™, St. Louis, MO, Estados Unidos) (VALERIANO et al., 2009). Em
cada erlenmeyer foram inoculados 5 discos de 5 mm de didmetro retirados das bordas ativas
de uma cultura com o P. sanguineus em meio BDA, que permaneceram sob agitacdo em
shaker (refrigeradora com agitacdo, TE-421, Tecnal) a 140 rpm, 28°C e na auséncia de luz por
até 4 dias. Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas para determinacdo da producgéo
enzimatica.

A metodologia utilizada para determinacao da atividade da lacase seguiu a descrita por
Bourbonnais e Paice (1990). Os componentes da mistura de reacdo foram: 10 pL de extrato
bruto contendo lacase, 890 pL do tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™ (pH 4) e 100 pL de
ABTS 50 mmol.L™? (Sigma-Aldrich™). A reacdo iniciou-se pela adicdo do ABTS (¢ 420 nm
= 36000 mmol.L.cm™), sendo a oxidacdo do substrato determinada a 420 nm em
espectrofotémetro (SP-2000 UV Meter, Spectrum, Shanghai, China) apds 5 minutos de reacao
em temperatura ambiente (25 - 30°C). O branco constituiu-se de 900 pL do tampé&o acetato de
sodio 50 mmol.L™? e 100 pL de ABTS 50 mmol.L™ . Os ensaios para determinagdo da
atividade enzimaética foram realizados em triplicata.

Para determinacdo da atividade enzimatica foi utilizada a equacdo (6) descrita por

Leonowicz & Grzywnowicz (1981), com modificacéo.
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Atividade enzimatica = (10° X E) / (e x R x t) (6)
Em que: E = Absorbancia no comprimento de onda especifico; € = Coeficiente de extingcdo molar para
cada substrato (mmol.L"*.cm™); R = Quantidade de extrato enzimatico (mL); t = Tempo de reagéo
(min).

Uma unidade U é definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1umol.L™ de substrato por minuto. O resultado é expresso em U.mL™.

Foi realizado o ensaio com catalase de figado bovino (Sigma-Aldrich™) para eliminar
0 perdxido de hidrogénio do meio, retirando assim o efeito de peroxidases na oxidagdo do
ABTS. Os ensaios foram baseados em Mayer e Staples (2002), em que o extrato bruto
enzimatico (10 pL) foi incubado com 50 pL de catalase (5 U) em 840 pL de tampdo acetato
de sédio 50 mmol.L™ pH 4, por 30 minutos. A atividade enzimatica foi determinada com o

substrato ABTS. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.1.3 Eletroforese

Os reagentes utilizados para eletroforese foram: sodium dodecyl sulfate — SDS
(>98,5%, Sigma-Aldrich™); ammonium persulfate — APS (>98%, Sigma-Aldrich™);
N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine — TEMED (~99%, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);
acrilamida (99%, Sigma-Aldrich™); trizma® base — tris-hydroxymethyl-amminomethane
(>99%, Fluka Analytical); glicina (>99%, Sigma Aldrich™); azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich™); seringaldazina (>99%, Sigma Aldrich™).

A eletroforese ocorreu em gel de poliacrilamida a 12% conforme Goncalves e Steiner
(1996) com modificagdes. A amostra a ser analisada possuia 2 L de extrato bruto enzimatico
diluida em 5 pL de tampdao de amostra (Tris-HCI/SDS 4x — 7 mL; glicerol — 3 mL; SDS -1 g;
-mercaptoetanol — 0,6 mL; azul de bromofenol — 1,2 mg; agua MilliQ - gsp 10 mL),
aplicada no gel concentrador (4gua MilliQ — 1,8 mL; Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 — 0,75 mL;
acrilamida 30% - 0,4 mL; SDS 10% - 0,03 mL; APS 10% - 0,015 mL; TEMED - 0,003 mL).

A corrida em sistema de eletroforese ocorreu com voltagem inicial de 90 V para gel
concentrador e de 120 V para o gel de corrida (agua MilliQ — 0,95 mL; Tris-HCI 1,5 M pH
8,8 - 2,5 mL; acrilamida 30% - 2,4 mL; SDS 10% - 0,1 mL; APS 10% - 0,045 mL; TEMED -
0,005 mL).

Para renaturar a enzima, incubou-se o gel em tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™ nos
pHs 4, 5 e 6, por 15 minutos em cada tampédo. O gel foi corado com solugdo do substrato

ABTS ou seringaldazina 0,5 mmol.L™ em tamp&o acetato 50 mmol.L™ pH 4,5.
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3.1.4 Imobilizagéo

A fim de se obter as condi¢des 6timas para a imobilizacdo do extrato enziméatico em
alginato foram testadas diferentes concentracdes de cada constituinte. Quando um constituinte
foi testado em diferentes concentragdes, os demais foram mantidos fixos, sendo alginato de
sodio em 2% (p/v), extrato enzimatico em 1 mL e propor¢do quitosana e ion em 3:7 (v/v),
respectivamente. As esferas de alginato, denominadas de beads, foram formadas na presenca
de ions cobre e célcio, a partir de metodologia proposta por Wang et al. (2014), com
modificacdes.

Solugbes de alginato de sodio (Vetec) foram preparadas em &agua destilada em
diferentes concentragdes (1,5, 2, 2,5 e 3% p/v). O extrato enzimético foi misturado, em tubos
de ensaio, a 5 mL de uma solucdo de alginato de sddio, nas propor¢des 0,5:5, 1:5, 2:5 mL
(v/v), respectivamente, e agitado em vértex (Figura 9).

Em seguida, a mistura enzima-alginato foi gotejada, com auxilio de uma pipeta
automaética de 1 mL, em uma solucdo de quitosana (Sigma-Aldrich™) (1% p/v, preparada em
4cido acético 0,1 mol.L™) e sulfato de cobre (2% p/v) ou cloreto de célcio (Vetec) (2% p/v)
nas propor¢des 0:10, 3:7, 5:5, 7:3 mL (v/v), respectivamente, em béqueres sob agitacdo
magnética (Figura 9). Ao final, os béqueres que continham a enzima recém-imobilizada,
foram levados para shaker em 100 rpm por 1 hora. Cada béquer continha um lote de enzima
imobilizada com 3,868 g (x 0,207). Para cada formulagdo foram preparados trés lotes

distintos de enzima imobilizada.

Figura 9 - Esquema representando o processo de imobiliza¢do em matriz polimérica (quitosana-
alginato-Cu/Ca).

‘ 5 mL de Alginato de Sédio
(1,5,2,2,5 0u 3% (p/v))

Valores fixos
Alginato de +
sédio < > 5 0

2% (p/v)

‘ Extrato enzimatico

(0,5,1 ou 2 mL)

I °amn’®
Extrato N # b
enzimatico
1mL o O
‘ Quitosana:Ion Quitosana CaClk ou CuSO4
3:7 (v/v) mL 1% (p/v) 2% (p/v)
0mL : 10 mL
3mL 3 7 mL
5mL : 5mL
7 mL i 3mL

Fonte: Autora.
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A atividade para a enzima imobilizada foi determinada conforme descrito na secéo
3.1.2, apenas com a diferenca no volume da reacdo enzimatica, pois esta possuiu 5 vezes mais
reagente. Os componentes da mistura de reacdo foram: um lote de enzimas imobilizadas, 4,5
mL de tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™ (pH 4) e 0,5 mL de ABTS 50 mmol.L™.

O célculo da atividade da enzima imobilizada é um valor estimado. A quantidade de
caldo enzimético (R) da equacdo (6) correspondeu a um valor utilizado para o volume total de
reacdo de 5 mL, porém para a enzima livre o volume total foi de 1 mL. Para possibilitar a
comparacdo entre a atividade da enzima livre e a imobilizada, o volume de enzima
imobilizada foi dividido por 5, por exemplo, se para um lote de enzimas imobilizadas foram
utilizados 0,5 mL do extrato bruto enzimético, o R da formula correspondeu a 0,1 mL, se foi 1
mL, o R correspondeu a 0,2 mL, mesmo sabendo que ocorreram perdas de enzimas durante o
processo de imobilizacao.

Para avaliar o rendimento da imobilizacdo foi utilizada a equagéo (7).

Rendimento = (atividade da enzima imobilizada / atividade da enzima livre) x 100 (7).

3.1.5 Condicdes 6timas para atividade da enzima livre e imobilizada

O pH 6étimo para enzima livre e imobilizada foram determinados por incubacdo das
amostras em tampéo acetato de sodio 50 mmol.L™* pHs 2, 3,4 e 5.

A temperatura 6tima foi determinada no intervalo de 20-70°C, com intervalos de
10°C. As enzimas foram incubadas em tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™ pH 4, durante 5
minutos para cada temperatura. Apés este periodo, o substrato ABTS foi adicionado, e a
reacao ocorreu por mais 5 minutos na temperatura correspondente.

Foram realizados 6 ciclos para reutilizacdo do mesmo lote de beads com substrato
ABTS. Cada ciclo teve duragdo de 5 minutos. As enzimas imobilizadas foram removidas da
solucdo e lavadas com agua destilada, pelo menos 5 vezes, para um proximo ciclo.

Tambem foi realizado o ensaio de armazenamento para enzima livre e imobilizada em
beads de quitosana-alginato-Ca. As enzimas foram mantidas a 4°C em refrigerador, por até 56
dias. Cada lote de beads foi armazenado em &gua destilada. A atividade enzimaética foi
determinada todos os dias durante uma semana, depois de 7 em 7 dias, até o 28° dia, e por fim
28 dias depois, totalizando 56 dias.

As atividades enzimaticas para todos os ensaios foram determinadas de acordo com a
secdo 3.1.2 para enzima livre e 3.1.4 para enzima imobilizada. Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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3.1.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens da superficie das beads foram realizadas em um microscopio eletronico de
varredura, Jeol, JSM — 6610, com um feixe de elétron de 7 kV e ampliacdo de 65x, 1000x e
10000x, no Laboratério Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucdo (LabMic),
departamento de Fisica da Universidade Federal de Goias. Para realizacdo das imagens, as
beads foram secas naturalmente em dessecador por até 48 horas. As amostras foram

metalizadas com ouro.

3.1.7 Remediacéo do hormonio EE2

A solucdo do horménio sexual sintético EE2 (98,90%, Zhejiang Xianju
Pharmaceutical Co., Ltd.) foi preparada na concentracdo de 10 mg.L™ com 5% de &lcool
etilico P.A, para dissolucdo do hormonio.

Para a remediacdo, foram utilizados erlenmeyers de 125 mL contendo 20 mL de
solucdo, sendo 10 mL de solugdo de EE2 (10 mg.L™) e 10 mL de tamp&o acetato de sédio 0,1
mol.L™ pH 4, 5 ou apenas agua destilada (aproximadamente pH 7), e as enzimas livres ou
imobilizadas, com atividade enzimatica em cerca de 100 U.mL™ (referente ao substrato
ABTS).

Os tratamentos foram realizados em condi¢des semelhante & descrita por Lloret et al.
(2010), nos tempos de 4, 8 e 24 horas, com agitacdo em shaker (100 rpm) na auséncia de luz,
temperatura de 28°C (x 2), em triplicata e dois ensaios independentes. As reacdes foram
interrompidas pela adicdo de 100 pL de NaOH 1 mol.L™ e as amostras foram congeladas para
analise posterior.

Na remediacdo do EE2 foram testados diferentes pHs para a enzima livre, o suporte de
quitosana-alginato-Ca e a enzima imobilizada em quitosana-alginato-Ca, nos tamp0es acetato
de sédio 50 mmol.L™ pHs 4, 5 e apenas agua destilada, em 24 horas. Apés a remediacdo, as
beads com enzima imobilizada foram recolhidas, e determinada a atividade enzimatica com o
substrato ABTS, conforme a secdo 3.1.4, para avaliar a estabilidade da enzima.

Também foi realizado o teste de reuso de um mesmo lote de beads, com 7 ciclos de
remediacdo, em triplicata. Os ciclos duraram 24 horas cada, e foram realizados em tampé&o
acetato de sodio 50 mmol.L™* pH 5 ou em é&gua destilada. Apds a retirada das beads, as
reacdes foram interrompidas pela adic&o de 100 pL de NaOH 1 mol.L™ . Apés cada ciclo, as
beads foram peneiradas e lavadas por 3 vezes com agua destilada, para dar continuidade a um

préximo ciclo.
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3.2 TRATAMENTO ELETROQUIMICO
3.2.1 Eletrodos

Para a eletro-oxidacdo foram utilizados como anodos os eletrodos de titanio, grafite e
cobre (Figura 10: A, B e C), e catodo de aco inoxidavel (Figura 10 D). Para a realizacdo da
eletrocoagulacdo foram utilizados eletrodos de aluminio (Figura 10 E), tanto para o catodo

como para o anodo.

Figura 10 - Eletrodos. (A) titanio, (B) grafite, (C) cobre, (D) aco inoxidavel, (E) aluminio.

Fonte: Autora.

Os eletrodos metalicos possuiam 10 cm de comprimento e 0,3 cm de diametro quando
em formato linear, aproximadamente 4,5 cm em formato espiral, e area total em torno de 9,56
cm? Ja o eletrodo de grafite possufa 4,5 cm de comprimento e 0,7 cm de diametro, em
formato cilindrico, e 4rea externa total em torno de 10,66 cm?.

3.2.2 Sistema eletroquimico de tratamento

Os experimentos foram realizados em um bequer contendo um volume total de
solucdo de 20 mL, sendo 10 mL de uma soluc&o de EE2 10 mg.L™ e 10 mL de tamp&o acetato
de s6dio 0,1 mol.L™* pH 5 ou tampéo fosfato 0,1 mol.L™ pH 7.

Os eletrodos ficaram a 4 cm de distancia um do outro e foram aplicadas tensées de 2,5,
5 ou 7,5 V com uma Fonte de Alimentagcdo Regulavel DC (HF-30035, Hikari, S&o Paulo, SP,
Brasil). Os tratamentos foram realizados, nos tempos de 10, 20 e 40 minutos, com agitacéo
magnética, em triplicata e dois ensaios independentes, condigdes baseadas em trabalhos
anteriores (LEI et al., 2007; BARRIOS et al., 2015). As amostras foram congeladas para
analise posterior. A Figura 11 apresenta o esquema de tratamento eletroquimico.
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Figura 11 - Esquema utilizado para tratamento eletroquimico.
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Fonte: Autora.

3.2.3 Anélise em ICP-OES

As analises de metais liberados pelos eletrodos durante eletrolise foram realizadas por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado ou Inductively Coupled
Plasma - Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) em um espectrometro da PerkinElmer -

modelo 7300DV com gerador de vapor de hidreto, na Aqualit S/A.

3.3 TRATAMENTO B10-ELETROQUIMICO

Também foi realizado a remediacdo sequencial do hormdnio EE2, sendo
primeiramente realizado o tratamento biol6gico e em seguida o eletroquimico.

Para o bioldgico, o tratamento foi realizado em 8 e 24 horas, com horménio diluido
apenas em agua destilada. A temperatura e agitacdo foram controladas conforme secéo 3.1.7.
Apos o tempo de tratamento, 10 mL do tratado bioldgico foi diluido em 10 mL de tampdao
fosfato 0,1 mol.L™ pH 7, e remediado eletroquimicamente com os eletrodos de titanio e aco a
5V, por 20 minutos e agitacdo magnética. Ao término dos tratamentos as amostras foram

armazenadas em congelador, para analise posterior.

3.4 ANALISES EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As analises em CLAE foram realizadas no Centro de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e
Agricolas - CPQBA da Universidade Estadual de Campinas, em Paulinia — SP, em que a
metodologia para deteccdo do EE2 ja estava validada. As solucdes de EE2 antes e ap0s 0s

tratamentos foram analisadas por sistema cromatografico DAD Alliance Waters, composto
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por bomba Waters 2695, detector Waters 2996 e software Empower, Waters. As amostras
foram filtradas em filtro millex HV (PVDF) 0,45 pM (Millex®).

Seguindo a metodologia de Santos (2012), em relacdo as condigdes cromatograficas
foram utilizados: coluna Prodigy ODS(3) (150 x 4,6 mm); comprimento de onda em 280 nm;
fase movel de acetonitrila grau HPLC (Sharlau) e &gua purificada Mili-Q (1:1); fluxo de 0,6
mL.min"; temperatura em 30°C; volume de injecdo de 10 pL. O limite de deteccdo (LD) foi
de 0,39 mg.L™ e o limite de quantificagdo (LQ) 1,31 mg.L™ (SANTOS, 2012).

3.5 ANALISE ESTATISTICA E CONSTRUCAO DE GRAFICOS

As analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o programa BioEstat®,
versdo 5.3. As diferencas estatisticas entre grupos foram determinadas por ANOVA e Teste
de Tukey, sendo considerado estatisticamente significativo p < 0,05. Para a construgdo dos

graficos foi utilizado o programa Origin®, versio 6.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
A apresentacdo dos resultados baseia-se nos objetivos propostos e na ordem de

realizacdo dos experimentos, conforme exposto na metodologia.

4.1 TRATAMENTO BioLoGICcO
4.1.1 Producéo enzimatica

Para obtencdo do extrato bruto contendo a enzima lacase, o fungo P. sanguineus foi
cultivado em meio liquido por até quatro dias. A atividade enzimatica, a cada 24 horas, pode
ser observada no Gréfico 1. O pico de producdo enzimética foi observado no terceiro dia de
cultivo, assim como obtido por Garcia, Santiago e Ulhoa (2007) e Garcia et al. (2015). No
quarto dia foi observada uma queda na atividade da enzima, o que indica acdo de enzimas
proteoliticas, liberadas no meio de cultivo devido a lise das hifas (BETTIN et al., 2011).

Entdo, o extrato enzimatico para os demais ensaios foi obtido no terceiro dia de cultivo.

Gréfico 1 - Produgéo da enzima lacase pelo P. sanguineus de acordo com o tempo de cultivo.
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Fonte: Autora.

A fim de excluir a oxidacdo do substrato por peroxidases foram realizados ensaios de
determinacéo da atividade com extrato bruto contendo lacase na presenca da enzima catalase.
Observou-se que ndo ha diferenca estatistica significativa com ou sem a enzima catalase (p =
0,1327), sendo obtido atividade enzimatica de 319,86 U.mL™ (+ 25,68) e 336,30 U.mL™ (+
19,90), respectivamente, para 0 ABTS. Logo, o substrato ndo foi oxidado por peroxidases.

Tambeéem foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida, para visualizar
bandas de atividade da enzima lacase in situ, presente no extrato bruto. Na Figura 12 é

possivel observar uma banda para a oxidacéo de cada substrato, o ABTS e a seringaldazina.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) para o extrato bruto enzimatico do P.
sanguineus. Coloracéo da enzima obtida com substrato ABTS (verde) e seringaldazina (rosa).

Fonte: Autora.

4.1.2 Imobilizacdo e condigdes 6timas de atividade
Alguns parametros foram testados a fim de se obter melhores resultados de atividade
enzimatica ao realizar a imobilizacdo. A Figura 13 apresenta as formulacGes de beads de

quitosana-alginato-Cu/Ca, com diametro de aproximadamente 4 mm.

Figura 13 - Formulac@es das beads de quitosana-alginato-Cu/Ca. Diametro de aproximadamente
4 mm.

Lacase-beads-Cu Lacase-beads-Ca

Fonte: Autora.

O rendimento obtido nas diferentes formulacGes estdo presentes no Gréafico 2. Para
cada concentracdo testada, o melhor resultado foi escolhido quando obtido a maior média de
rendimento ou quando estatisticamente semelhante, a escolha foi pela menor concentracao,
por gerar menores custos com reagentes.

A porosidade das formulagBes poliméricas é o principal indicador para alcancar as
condigdes ideais (LU; ZHAO; WANG, 2007). De acordo com o Gréafico 2-A, para a

formulacdo com cobre, os melhores rendimentos foram observados em concentracfes de
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alginato em 2 e 2,5%, assim como em outros trabalhos (DAASSI et al., 2014; PAN et al.,
2014). Ja para a formulagdo com célcio o melhor rendimento foi em 1,5%, também de acordo
com a literatura (CHERIYAN; ABRAHAM, 2010; ALEXA et al., 2011).

Gréfico 2 - Porcentagens de rendimento na oxidacao do substrato ABTS para as duas formulag6es de
beads com a lacase imobilizada.
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey, quando
comparado as diferentes concentracfes de cada constituinte em uma mesma formulagéo. Fonte:
Autora.

Em relacdo ao volume de extrato bruto contendo lacase, a formulagdo com cobre
apresentou melhor rendimento com 0,5 mL. Para a formulagdo com célcio, ndo houve
diferenga estatistica significativa entre os volumes de 1 e 2 mL, mesmo dobrando o volume de
extrato enzimatico (Grafico 2-B). Provavelmente nédo foi obtido melhora no rendimento, pois
um volume superior a 1 mL diluiu o alginato (1,5%) que estava em uma baixa concentragéo,
assim os poros da malha polimérica estavam grandes o suficiente para permitir uma fuga

elevada de enzimas durante o processo de imobilizagéo.
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A maioria dos trabalhos cientificos, sobre imobilizacdo de lacase, utiliza a enzima
purificada, obtida principalmente de Trametes versicolor, e comercializada pela Sigma-
Aldrich™ ou outros fornecedores especificos de cada pais (CHERIYAN; ABRAHAM, 2010;
CABANA; AHAMED; LEDUC, 2011; LIU et al. 2012; SPINELLI et al., 2013; XU et al.,
2013; KUMAR; SIVANESAN; CABANA, 2014; PAN et al., 2014). A enzima comercial
vendida no Brasil pela Sigma-Aldrich™ possui atividade de > 10 U.mg” (comercializacdo
interrompida no primeiro semestre de 2016) ou > 0,5 U.mg™. O produto que apresenta menor
atividade é vendido por 708 reais referente a 1 grama e 5062 reais referente a 10 g (dados
obtidos em margo de 2016 pelo site da Sigma-Aldrich™ Brasil).

Também ha trabalhos que obtém a enzima pelo cultivo de fungos de decomposi¢do
branca, e realizam processos de purificacdo, em que a quantidade de enzima utilizada é
expressa em mg.L™" e ndo por volume como neste trabalho (HUBLIK; SCHINNER, 2000;
BRANDI et al., 2006; SALIS et al., 2009; SADIGHI; FARAMARZI 2013; DAASSI et al.,
2014).

Logo, o uso do extrato bruto enzimatico de P. sanguineus apresentou como vantagem
0 baixo custo, facilidade e rapidez na producdo, sem necessidade de purificacdo ou
concentra¢do. Sendo assim, ndo hd como comparar a quantidade de volume enzimaético
utilizado com dados da literatura para imobilizacdo da enzima lacase.

A quitosana pode ser incorporada aos ions (WANG et al., 2014), ou apds a
polimerizacdo do alginato, em que as beads sdo mergulhadas em uma solucdo de quitosana
(LU; ZHAO; WANG, 2007). No entanto, como a lacase possui melhor atividade em pH &cido
e a quitosana é soluvel em pHs acidos, observou-se que a melhor opcdo foi incorporar a
quitosana aos ions.

Em relagdo a quitosana e o ion, para a formulacdo com cobre, foi obtido melhor
resultado na proporcdo 3:7, respectivamente, em que a quitosana estava na concentracdo de
0,45% e os ions na concentracdo de 1,4% (Grafico 2-C), resultados semelhantes foram
obtidos por Wang et al. (2014) em beads de quitosana-alginato-Ca para imobilizacdo de
alcalase e tripsina. Para a formulacdo com célcio, o melhor resultado foi obtido na auséncia do
biopolimero quitosana, mas ndo houve diferenca estatistica no rendimento entre as propor¢oes
0:10 e 3:7 (Grafico 2-C). Entdo, optou-se por usar a quitosana, pois a mesma proporcionou
maior resisténcia a ruptura quando comparada a formulacdo sem o biopolimero.

Rendimentos proximos ao obtido, para formulacdes contendo Cu, podem ser
encontrados em dados da literatura (Tabela 3). As beads de quitosana-alginato-Cu apresentam

melhores resultados quando comparadas as beads de quitosana-alginato-Ca, isso ocorre
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devido a inibi¢do dos ions cloro, proveniente das moléculas de CaCl,. Os ions ligam-se ao
sitio T2 e T3, impedindo a transferéncia de elétrons com o sitio T1 (BATISTELA, 2011).

Porém a inibicdo é reversivel e competitiva (PINTO, 2010), o que ndo inviabiliza o uso do
CaC|2.

Tabela 3 - Estudos comparativos envolvendo lacase imobilizada em beads de alginato.

Sistema polimérico para Substrato Rendimento Referéncia
imobilizacdo da lacase (%)
Quitosana-alginato-Cu" ABTS 61,41 Este trabalho
Alginato-Cu Alcool p-anisilo com 85 Brandi et al.
mediador HBT (2006)
Alginato-Cu 2,4-diclorofenol 75 Pan et al. (2014)
Alginato-Cu ABTS 61 Niladevi e Prema
(2008)
Quitosana-alginato-Ca’ ABTS 27,66 Este trabalho
Alginato-Ca Alcool p-anisilo com 51 Brandi et al.
mediador HBT (2006)
Quitosana:Alginato-Ca’ ABTS 46,93 Lu, Zhao e Wang
(2007)
Alginato-Ca ABTS 42,50 Niladevi e Prema
(2008)

Notas: ' Quitosana adicionada durante o processo de polimerizacéo.
?Quitosana incorporada, por imersdo, apos a polimerizacéo das beads de alginato-Ca.

Em relacdo ao pH e temperatura, para enzima livre e imobilizada nas duas

formulacdes, o melhor foi pH 4 e temperatura em torno de 50°C (Grafico 3). Observa-se que

as condicOes Gtimas para atividade da enzima ndo sofreram alteragdes apds a imobilizacéo.

>

Atividade enzimatica (U.mL™)

Gréfico 3 - Caracterizagdo da enzima lacase livre de P. sanguineus e imobilizada em beads de
quitosana-alginato-Ca/Cu, com substrato ABTS. A: pH; B: temperatura.
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Em trabalhos anteriores para a imobilizacdo da lacase de outros fungos, em diferentes
suportes, foram obtidos valores de pHs entre 3 e 4,5 e temperatura entre 40 a 60°C, com
substrato ABTS (LU; ZHAO; WANG, 2007; CARDOSO et al., 2012; SPINELLI et al., 2013;
XU etal., 2013).

O pH otimo para lacases depende da diferenca de potencial redox do substrato com o
sitio ativo T1 de cobre, e a ligacdo de um anion hidroxido de cobres T2/T3, que inibe a lacase
a um pH mais elevado. Em pHs na faixa de 2,5 a 5, os efeitos negativos do anion hidréxido
ndo influenciam na atividade enzimatica, portanto o valor encontrado para a lacase de P.
sanguineus corresponde a estes dados (FOKINA et al., 2015).

No geral, as lacases apresentam atividade 6tima em temperaturas mais elevadas,
podendo chegar a 80°C. A explicacdo para que uma enzima suporte tais temperaturas, pode
estar relacionado com a configuracdo 3D global da proteina, que protege os sitios ativos de
cobre (RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014). A pesar de a enzima suportar altas temperaturas,
0 processo de remediagédo foi realizado a temperatura de 28°C (£ 2), por ser a temperatura
ambiente da cidade em que os ensaios foram realizados, o que ndo requer custos adicionais
para manter a temperatura.

Ainda sobre as condi¢cBes 6timas de imobilizacdo, foram realizados 6 ciclos para
oxidacdo do substrato ABTS, sendo cada um de 5 minutos (Grafico 4). Observou-se que a

lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Cu apresentou melhor desempenho.

Gréfico 4 - Reuso da lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca/Cu para oxidagao do
substrato ABTS.
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Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey, quando
comparados os diferentes ciclos para a mesma formulagdo. Fonte: Autora.
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A afinidade do alginato para os cations divalentes est4 na ordem de afinidade: Pb** >
Cu?* > Cd** > Ba** > Sr** > Ca”" > Co*" > Ni** > Zn?* > Mn*". Com a substituicdo do Ca**
por outros cations de maior afinidade, as beads podem ser estabilizadas e apresentarem
reducdo dos poros, o que também explicaria os melhores resultados para beads de quitosana-
alginato-Cu (BRANDI et al., 2006; JAISWAL; PANDEY; DWIVEDI, 2014).

Ap0s a analise estatistica, observou-se que apenas o sexto ciclo difere dos demais,
qguando analisado em cada formulacdo a atividade da enzima. Em 6 ciclos de oxidacéo, a
lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Cu, apresentou reducdo de 38,78% da
atividade inicial quando comparado ao primeiro ciclo, enquanto as de quitosana-alginato-Ca
reduziram 67,91% da atividade inicial (Gréfico 4).

Outros autores, também utilizaram o substrato ABTS e a lacase imobilizada em uma
matriz complexa formada por polimeros (poli(metacrilato de metila - metacrilato de
glicidila)), e observaram reducdo da atividade de 6,7% ap6s 10 ciclos de oxidacdo do
substrato (UYGUN, 2013), em microesferas de quitosana magnética reducdo de 20% apos 10
ciclos (JIANG et al., 2005), e em beads de Amberlite IR-120 H reducdo de 70% ap06s 7 ciclos
(SPINELLI et al., 2013).

Observou-se também que o suporte de alginato é sensivel ao meio reacional, uma vez
que ao decorrer dos ciclos, mais precisamente no quarto ciclo, as beads constituidas pelos
dois cations comecaram a se desfazer. O fato pode ter ocorrido principalmente devido ao pH
acido, que solubiliza a quitosana e desestrutura a formulagdo. Wang et al. (2014) também
observaram que em meio reacional contendo etanol, com alcalase e tripsina imobilizadas em
beads de quitosana-alginato-Ca, ocorreu perda da integridade do suporte no terceiro ciclo de
reacao.

A lacase livre e imobilizada foram armazenadas a 4°C para determinar a estabilidade
de armazenamento. Apds 56 dias de armazenamento, a atividade residual das beads de
alginato-quitosana-Ca foi mantida em 95,78% da atividade inicial (tempo 0 dia) e lacase livre
foi mantida em 54,34% (Grafico 5), o que demonstra a melhor estabilidade de armazenamento
para a enzima imobilizada.

Resultados semelhantes foram obtidos com o armazenamento de lacase imobilizada
em beads de alginato-Ca, em que no final dos 20 dias de armazenamento, a enzima livre e
imobilizada mantiveram 224% (x 18) e 82,7% (x 0,9) da sua atividade inicial,
respectivamente (DAASSI et al., 2014).
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Grafico 5 — Estabilidade de armazenamento da lacase livre e imobilizada em beads de quitosana-
alginato-Ca.
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Fonte: Autora.

A morfologia das beads de quitosana-alginato-Ca/Cu antes e apds a imobilizacdo da
lacase foi examinada utilizando MEV (Figura 14). Durante o processo de secagem, elas
sofreram deformacdes, por isso ndo apresentaram formato esférico.

No menor aumento (65x) é possivel observar que as beads de quitosana-alginato-Ca
apresentam uma superficie lisa, enquanto as beads de quitosana-alginato-Cu, superficie
entrelacada, em formato de rede (Figura 14, A.1-4). Segundo Wang et al. (2014), este formato
de rede é adquirido devido interacdo entre a quitosana e o alginato, indicando que as
formulagGes com quitosana-alginato-Ca a quantidade de quitosana incorporada a formulacgéo
é menor, podendo estar relacionado com a quantidade de alginato, que é de 1,5%, enquanto
nas beads de quitosana-alginato-Cu € de 2%.

No maior aumento (10000x), as superficies das beads sem enzima exibiram menos
rugosidade (Figura 14, C.1 e C.3), j& as beads com lacase imobilizada exibiram maior
irregularidade e rugosidade (Figura 14, C.2 e C.4), indicando a presenca da enzima, resultados

semelhantes foram observados por Nawaz et al. (2015).
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Figura 14 — Imagens obtidas por MEV das beads de quitosana-alginato-Ca, sem enzima (A.1-C.1) e
com enzima lacase imobilizada (A.2-C.2); beads de guitosana-alginato-Cu, sem enzima (A.3-C.3) e
com enzima lacase imobilizada (A.4-C.4). As imagens A estdo com aumento de 65%, B com aumento
de 1000x e C com 10000x.
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>

Fonte: Autora.

4.1.3 Remediagéo do EE2
4.1.3.1 Tempo de tratamento
A partir dos bons resultados obtidos com o substrato sintético ABTS, a lacase

imobilizada mostrou-se viavel na aplicacdo para remediacdo de poluentes. Devido a pouca
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especificidade, esta enzima vem sendo utilizada em diversos processos de remediacdo de
contaminantes ambientais recalcitrantes com tendéncia a bioacumulacao.
Para remediacdo do EE2, foram realizados ensaios com a enzima livre, o controle com

beads sem enzimas e com as formulacGes de beads com lacase imobilizada (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagens de remocdo do etinilestradiol com as formulagdes de lacase imobilizada em
beads de quitosana-alginato-Ca/Cu e lacase livre.

4 horas 8 horas 24 horas
Beads-Ca 43,46% (£ 0,49) a 7,95% (= 1,44) 15,75% (x 0,74)
Beads-Cu 42,32% (x 0,33) a 15,50 % (+ 1,48) 23,05% (£ 0,92)

Lacase-Beads-Ca 57,11% (£ 5,97) b 48,43% (x 2,32) 79,93% (£ 2,60) a
Lacase-Beads-Cu 62,75% (£ 7,61) b 61,84% (£ 2,65) 80,58% (£ 0,09) a

Lacase-Livre 66,57% (= 4,82) b 70,98% (* 6,99) 92,60 % (* 2,42)

Notas: CondicGes de tratamento: etinilestradiol em 4,59 mg.L™, tamp&o acetato de s6dio 50 mmol.L™
pH 4, agitacdo (100 rpm), temperatura 28 + 2 °C.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, quando
comparados na mesma hora de tratamento.

Observa-se que as formulacdes de beads sem enzimas apresentaram um processo de
adsorcdo, devido a porosidade da malha reticulada formada pelas beads, como também foi
observado por outros autores (CHERIYAN; ABRAHAM, 2010; DAASSI et al., 2014). Esta
adsorcdo ocorre principalmente nas primeiras horas de tratamento, ja em 8 e 24 horas a
quantidade de horménio adsorvido é menor. O processo que ocorre no decorrer dos tempos de
tratamento é a dessor¢do, uma vez que o horménio estaria apenas adsorvido fisicamente, e a
agitacdo do meio, no decorrer do tempo, é suficiente para promover a retirada dos compostos
no interior das beads (KUMAR; SIVANESAN; CABANA, 2014).

Em 4 horas de tratamento, ndo ha diferenca estatistica significativa entre o tratamento
com a enzima livre e a as duas formulagdes de beads imobilizadas. Nos demais tempos de
tratamento, a enzima livre apresentou atividade pouco superior, obtendo 92% de remediacéo
em 24 horas. Lloret et al. (2010) com 24 horas de tratamento, com lacase livre de
Myceliophthora thermophila, conseguiu remediacdo completa do EE2. Junior (2010), no
mesmo tempo de tratamento, com lacase proveniente de Phoma sp. e Pleurotus ostreatus,
degradou 87,54% e 100% do EEZ2, respectivamente.

Para enzima imobilizada, ao final de 24 horas de tratamento, em quitosana-alginato-Ca

obteve-se 79,93% de remocdo do EE2, e para quitosana-alginato-Cu 80,58%. A lacase de
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Myceliophthora thermophila ja foi imobilizada em sol-gel (metiltrimetoxissilano e
tetrametoxissilano), eupergit C 250L, e em biorreator com membrana de ultrafiltragdo
polietersulfona, obtendo remocdo do EE2 em 60, 80 e 100%, respectivamente (LLORET et
al., 2011; LLORET et al., 2012; LLORET et al., 2013).

Diferente do que ocorreu com o ABTS, em que as beads de quitosana-alginato-Cu
apresentavam melhores resultados, a atividade da enzima imobilizada nos dois suportes
apresentaram comportamentos semelhante em 4 e 24 horas para remediacdo do EE2, segundo
analise estatistica. Isto ocorre, pois o0 tempo de reacdo com o ABTS era de apenas 5 minutos,
enquanto o tratamento do horménio foi no minimo de 4 horas, mostrando que a inibigdo
provocada pelos ions CI” é reversivel e competitiva (PINTO, 2010).

Como os resultados em 24 horas foram semelhantes para as duas formulacGes, nas
etapas seguintes, optou-se por utilizar apenas as beads formadas por quitosana-alginato-Ca,

devido o menor impacto ambiental causado pelo suporte quando for descartado apds o uso.

4.1.3.2 pH 6timo

De acordo com dados da literatura, a enzima lacase atua em pH éacido, porém o valor
pode variar com diferentes substratos. Por isso, para degradacdo do EE2 foram testados pHs 4
e 5. Para realizar o processo de remediacdo bio-eletroquimica, era possivel que a remediacéo
eletroquimica atuasse melhor em pH neutro, mas néo foi utilizado tampéao fosfato de sédio pH
7, pois 0 mesmo reagiu com 0s componentes da formulacdo das beads-Ca, formando uma
solucdo de cor branca, sendo assim foi escolhido realizar a remedia¢do biolgica em meio

sem adicao de tampao, apenas o horménio solubilizado em &gua destilada (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagens de remocdo do etinilestradiol com as formulagdes de lacase imobilizada em
beads de quitosana-alginato-Ca e lacase livre, em diferentes pHs.

pH 4 pH 5 Agua destilada
Beads-Ca 15,75% (£ 0,74) * 18,43% (£ 5,02) * 18,54% (£ 5,02) *
Lacase-Beads-Ca 79,93% (£ 2,60) 89,81% (£ 2,71) a 61,82% (+ 3,02) b

Lacase-Livre  92,60% (£2,42)#  91,81% (+0,86)#a  65,50% (+ 2,89) b

Notas: Condicdes de tratamento: etinilestradiol em 4,59 mg.L™", 24 horas, agitagio (100 rpm),
temperatura 28 + 2 °C.
Letras e simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de
Tukey, quando comparados no mesmo pH e em pHs diferentes, respectivamente.

Segundo os dados apresentados na Tabela 5, a melhor atividade foi em pH 5 para a

enzima imobilizada. A atividade da enzima livre e imobilizada em beads de quitosana-



49

alginato-Ca ndo diferem estatisticamente entre si, em pH 5. O mesmo pH 6timo foi obtido por
Cabana, Ahamed e Leduc (2011) e Catapane et al. (2013), com lacase imobilizada em
quitosana para degradar triclosano e imobilizada em poliacrilonitrila para degradar nonilfenol
e octilfenol, respectivamente, e pH de 5,5 por Diano et al. (2007) com lacase imobilizada em
membranas de nylon para tratamento de bisfenol A em biorreator.

De acordo com as andlises estatisticas, observou-se que a adsor¢do do horménio que
ocorreu com o suporte de beads de quitosana-alginato-Ca sem a lacase imobilizada,
independe do pH. E que para enzima livre, nos pHs 4 e 5, apresentaram atividade semelhante
na remocao.

Observa-se também que mesmo em meio sem controle de pH, apenas em &gua
destilada, a lacase apresentou bom resultado, com até 65,50% de atividade, e que as enzimas
livre e imobilizada, apresentaram atividade semelhante. Optou-se pelo ndo uso de tampao e
nem controle de pH, para tornar o processo de remediagdo com menor custo, mostrando assim
sua viabilidade.

Também foi realizada a determinacédo da atividade enzimatica, com as beads retiradas

da remediacdo com o EE2, para verificar a possibilidade de reuso das mesmas (Tabela 6).

Tabela 6 - Atividade enzimatica da lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca ap6s 24
horas de tratamento do etinilestradiol em diferentes pHs.

Tratamentos Atividade enzimatica (U.mL™)
Controle 93,15 (= 6,29) a
pH 4 134,69 (£ 15,98) bc
pH 5 144,82 (+ 8,49) b
Agua destilada 111,82 (+ 9,86) ac

Notas: Controle = atividade enzimatica inicial da lacase imobilizada em beads.
Condic0es: pH 4, substrato ABTS e 5 minutos de reacao.
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Lloret et al. (2010), também realizou a determinagdo da atividade enzimatica apos 0s
processos de remediacdo, com a lacase livre. Apos 8 horas de reacdo, obtiveram que a enzima
apresentava cerca de 70% mais de atividade em pH 7, quando comparado aos tratamentos
realizados em pHs 4 e 5. Neste trabalho, as enzimas imobilizadas apresentaram maior
atividade apos 0 uso em pHs 4 e 5, e que em meio sem controle de pH, ou agua destilada,
apresentaram atividade semelhante ao controle, evidenciando assim que 0 suporte

proporcionou boa estabilidade para a enzima, apresentando possibilidade de reuso.
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A Figura 15 apresenta 0s cromatogramas obtidos antes e apds a remediacdo do EE2
em agua destilada. Os primeiros picos presentes nos cromatogramas sdo da matriz, uma vez

que estdo presentes no padrao.

Figura 15 - Cromatogramas com os resultados obtidos antes e ap6s tratamento do etinilestradiol. A —
Padrdo de EE2 (4,59 mg.L™); B — tratamento com beads de quitosana-alginato-Ca; C — tratamento
com lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca; D — tratamento com lacase livre.
Cromatogramas em diferentes escalas.
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Fonte: Autora.
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4.1.3.3 Efeito da concentracéo do EE2

Em relagdo a concentragdo do hormonio, pode-se observar que quanto menor a
concentracdo, maior a remocao do composto quando comparado no mesmo tempo (Grafico
6). Logo em concentragBes menores que 2,5 mg.L™, é possivel que, mesmo sem controle de
pH, a remediacdo seja a maior possivel (valor abaixo do LD), apds 24 horas de tratamento.

Como em situacBes reais a concentracdo encontrada do EE2 é em sua maioria na
concentracdo de ng.L™, a remediacéo realizada é bastante viavel, principalmente porque ela
ocorre sem a necessidade de controle de pH.

Gréfico 6 - Remediacao do etinilestradiol em diferentes concentragdes com a enzima lacase
imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca.
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Deteccdo. Fonte: Autora.

4.1.3.4 Ciclos de reuso

Como foi obtido melhor remogdo do EE2 em pH 5 e bom resultado no meio sem
controle de pH, foram realizados 7 ciclos de remo¢&o do hormdnio para cada situacdo. Porém,
no terceiro ciclo em pH 5, as beads perderam a estabilidade e se desfizeram, inviabilizando o
uso em pH acido (Figura 16-A). Ja as beads que foram utilizadas em agua destilada, sem
controle de pH, permaneceram estaveis e solidas até o final do sétimo ciclo (Figura 16-B). O
Gréfico 7 apresenta os ciclos de reuso das beads em meio sem controle de pH, observa-se que

a enzima imobilizada conseguiu remover o horménio até o quinto ciclo.



52

Figura 16 - Lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca utilizadas na remediagéo do
etinilestradiol. A: 3 ciclos em tampéo acetato de sddio 50 mmol.L™ pH 5. B: 7 ciclos em agua
destilada.

Fonte: Autora.

Gréfico 7 - Reuso da lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca para remediacdo do
etinilestradiol.
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Condigdes de tratamento: etinilestradiol em 2,54 mg.L™, 24 horas, agitacéo (100 rpm), temperatura 28
+ 2 °C. LD = Limite de Deteccdo. Fonte: Autora.

De acordo com dados obtidos, foi possivel realizar trés ciclos de remocao do EE2 com
valores préximos de 100% a 70%, ja o quarto e quinto ciclo ndo foram superiores a 30% cada.
Daéssi et al. (2014), com ciclos de 24 horas e pH 7, obtiveram 4 ciclos de remogédo de
corantes superiores a 70%, com lacase de Coriolopsis gallica imobilizada em beads de
quitosana-alginato-Ca. Niladevi e Prema (2008), com ciclos de 6 horas e pH 9,2, manteve
50% de remocdo de fendis apds 8 ciclos, com lacase de Streptomyces psammoticus
imobilizada em beads de quitosana-alginato-Cu.

Uma vez que a enzima livre ndo pode ser reutilizada, a imobilizagdo em beads de

quitosana-alginato-Ca mostrou-se bastante eficiente devido a possibilidade de estabiliza¢&o da
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enzima e reutilizacdo. O método de imobilizagdo é aplicavel e ndo requer um controle rigido,
atuando melhor em pH neutro devido a instabilidade do suporte em pH &cido.

4.2 TRATAMENTO ELETROQUIMICO

O Gréfico 8 apresenta os resultados obtidos com a remediacdo do EE2 para os
eletrodos de aluminio, grafite, cobre e titanio. E a Tabela 7 apresenta os resultados obtidos na

analise de ICP-OES, para determinacdo dos metais ap0s cada tratamento.

Gréfico 8 - Tratamento por remediacdo eletroquimica do etinilestradiol com diferentes anodos.

Eletrodos
100 - C——JAluminio [ Cobre
[ Grafite [ Titanio
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0
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Condic0es de tratamento: etinilestradiol em 2,94 mg.L™, tampéo fosfato de s6dio 0,05 mol.L* pH 7;
com agitagdo magnética; tensdo de 5 V. Fonte: Autora.

Tabela 7 - Metais quantificados por analise de ICP-OES ap0s tratamento eletroquimico de uma
solugdo aquosa contendo o horménio etinilestradiol.

Eletrodos Aluminio/ago Cobre/aco Titénio/aco
Concentragio Al (mg.L™) Cu (mg.L™) Ti (mg.L™)
Tempo
10 min 0,030 (x 0,010) 64,417 (+ 6,869) <0,08
20 min 0,040 (% 0,014) 127,375 (+ 9,878) <0,08
40 min 0,029 (£ 0,003) 148,250 (+ 10,136) <0,08
Controle Al (mg.L™) Cu (mg.L™ Ti (mg.L™)

0,0270 (£ 0,008)  0,0233 ( 0,009) <0,08
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No sentido de mimetizar situacdes reais, como o pH de aguas e efluentes em geral esta
em torno de 7, este valor foi o escolhido para realizar a remediacéo eletroquimica comparativa
entre os eletrodos. A forca i6nica do meio eletrolitico foi igualmente mantida baixa (0,05
mol.L™) a fim de simular situacdes praticas.

O desempenho do tratamento depende da natureza dos poluentes, podendo ocorrer
melhor remocdo por eletrocoagulacdo perto de pH 7. No entanto, o consumo de energia €
superior neste pH devido a variacdo de condutividade (CHEN, 2004). Por eletrocoagulagédo
com eletrodos de aluminio, o EE2 foi removido entre 10,77% a 22,74% em até 40 minutos
(Gréfico 8).

Para o antibidtico tetraciclina utilizando eletrodos de aluminio, pH variando 4-10, 20
minutos e 0,8 A de corrente, obtiveram eficiéncia de remocéo perto de 99% (OUAISSA et al.,
2014). Na remediacdo de efluente da industria farmacéutica com eletrodos do mesmo
material, obtiveram em pH 7,2, 80 A.m? e 25 minutos, reducdo de 24% de DQO, 35% de
DBO e 70,25% de cor (DESHPANDE; SATYANARAYAN; RAMAKANT, 2010). Logo, a
eficiéncia de remediacdo por eletrocoagulacdo esta diretamente relacionada ao tipo do
composto a ser tratado.

O grafite ¢ um material muito utilizado na eletroquimica, apresentando como principal
vantagem o baixo custo (YAN; REIBLE, 2015). Neste trabalho, para remocéo do EE2 com
anodo de grafite foram obtidos valores entre 13,54% a 45,94% em até 40 minutos, podendo
ocorrer processos oxidativos ou adsortivos, devido a natureza porosa do grafite. Kumar et al.
(2012) em um sistema bio-eletroquimico de remediacdo e eletrogénese, utilizando micro-
organismos e eletrodos de grafite, conseguiram remocédo do EE2 de 44,60 %, em até 48 horas,
com geracgdo de energia.

A desvantagem do eletrodo de grafite foi a corrosdo sofrida durante o tratamento,
principalmente quando o processo ocorreu em maior tempo. O mesmo foi observado por Jara
et al. (2007) que comparou materiais metalicos e o grafite na remediacdo de antibidticos,
também observou que os materiais metalicos apresentaram melhor performance.

O processo corrosivo foi mais intenso para 0 &nodo de cobre, em que a solugdo tratada
ap6s 40 minutos, apresentava 148,25 mg.L™ do metal, o que inviabilizou 0 uso do mesmo
(Tabela 7). As remocdes do EE2 com esse anodo ficaram entre 13,14% a 22,55%.

A melhor resposta foi obtida pelo anodo de titanio, em que a remocao do EE2 foi de
14,76%, 27,30% e 86,21%, nos tempos de 10, 20 e 40 minutos, respectivamente
(cromatogramas presentes na Figura 17). N&o foi encontrado o metal nas solugdes apds 0s

tratamentos (Tabela 7).
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Figura 17 - Cromatogramas com os resultados obtidos antes e apds tratamento eletroquimico do
etinilestradiol com eletrodos de titanio. A — Padréo de EE2 (2,94 mg.L™); B — 10 minutos, C — 20
minutos e D — 40 minutos de tratamento. Cromatogramas em diferentes escalas.
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Fonte: Autora.

Tambem foi realizada a remedicdo com eletrodo de titdnio em pH 5, porém a remocao
ndo foi superior a 21,36 % (+ 2,16) ap6s 40 minutos (Gréafico 9-A). Em relacdo a tensdo
aplicada foram testadas 2,5, 5 e 7,5 V em pH 7 e 40 minutos (Grafico 9-B).
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Gréfico 9 - Tratamento por remediagdo eletroquimica do etinilestradiol com o eletrodo de titanio, em
diferentes pHs (A) e tensdes (B).
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Condicdes de tratamento: etinilestradiol em 2,62 mg.L™. Em diferentes pHs foi aplicada uma tensdo de
5V; em diferentes tensdes foram utilizados tamp&o fosfato 0,05 mol.L™ pH 7 e 40 minutos de
tratamento. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: Autora.

Em pH neutro a eletr6lise da dgua para gerar radicais hidroxila é favorecida, pois
apresentam equivalentes quantidades de fons OH" e H* no meio reacional, como representado
na equacdo: Anodo + H,O = Anodo(*OH) + H" + e". J4 em pH &cido a reacdo é dificultada
pois no meio reacional ha muito H*, entdo a reagdo ocorre em menor propor¢do. Logo, os
resultados obtidos para a baixa remog¢do em pH 5 podem ser explicados (Grafico 9-A).

Para a tensdo aplicada, o melhor resultado foi obtido em 7,5 V, mas conforme a
analise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre 5 e 7,5 V, entdo, foi escolhido
utilizar 5 V, pois o custo com energia é menor (Gréfico 9-B).

Em relacdo a area do anodo de titénio, o volume total de solucdo (20 mL) ndo era
capaz de submergir todo o eletrodo (9,56 cm?), entdo a area em contato com a solucéo tratada
era de aproximadamente 7,61 cm? e assim ao aplicar 5 V por 40 minutos foi possivel
remediar 86,21% de EE2.

Em comparacdo com outros eletrodos de titanio, ao aplicar 5V em uma area de 30 cm?
(anodo de Ti/PbO;), em conjunto com reatores bioldgicos, foi possivel remover 51,4% de
carbono organico total apos 30 minutos de eletrdlise na remediacdo de chorume (LEI et al.,
2007); e em anodos de Ti/RuO, ao aplicar 16,7 V em uma area de 12 cm? foi possivel
remover 100% de fendis, ap6s 50 minutos de tratamento (YAVUZ; KOPARAL, 2006). Logo,

o tratamento realizado neste trabalho foi tdo ou mais eficiente que os trabalhos citados na
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literatura, pois o eletrodo apresentou uma area menor e nao foi modificado por éxidos, que
aumenta a atividade catalitica.
A Tabela 8 apresenta resultados obtidos para remediacéo eletroquimica de estrogénios.

E possivel observar que o EE2 ¢ uma molécula passivel de oxidacao por diferentes materiais.

Tabela 8 - Remocéo de estrogénios por eletro-oxidacéo.

Eletrodos / Con_ce_nf[rggoes Condicdes Remocoes Referéncias
Areas Inicials
(mg.L")
Titanio 2,94 40 min e 5V 86,21% de Este trabalho
(7,61 cm?) EE2
Diamante 0,1 7mine2,1 100% de EE2  Frontistis et al.
dopado com mA/cm? (2011)
boro
(19 cm?)
Diamante 0,5 40 min 100% de E2 Murugananthan
dopado com e 25 mA/cm? et al. (2007)
boro
(4 cm?)
Ti/SnO; 2 60 mine 10 ~100% de EE2 Feng et al.
(6 cm?) mA/cm? (2010)
Carbono 0,001 180 min em 98% de E1,E2  Cong, lwaya e
vitreo granular sistema de fluxo, e EE2 Sakakibara
em reator 0,5el1mA (2014)
(2000 cm?)

4.3 TRATAMENTO BI10-ELETROQUIMICO

Os trabalhos que apresentam a remediacdo bio-eletroquimica, em geral, utilizam
micro-organismos para promover a remediagdo bioldgica (KIM et al., 2002; SALLES et al.,
2010; TIEHM et al., 2010; FONTMORIN et al., 2013), o uso de enzimas imobilizadas para
aumentar a eficiéncia do tratamento em relagcdo ao tempo, foi uma ideia inovadora.

Observou-se que tanto o sistema bioldgico quanto o sistema eletroquimico, realizados
neste trabalho, podem remediar o EE2. A principio, pretendiam-se realizar os dois processos
de remediacdo em conjunto, porém o suporte em que a lacase foi imobilizada ndo é
compativel com tampéo fosfato, e nem o processo eletroquimico e nem o biologico sao
viaveis em pH acido, como ja apresentado. Entdo, para interagdo das duas técnicas de
remoc&o foi realizada a remediacdo sequencial do EE2, com o tratamento biol6gico em &gua
destilada, sem adicdo de tampao, e o tratamento eletroquimico em tampéo fosfato de sédio
pH 7.
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Para o tratamento bio-eletroquimico, com o EE2 na concentracdo de 3,62 mg.L™,
utilizou-se a lacase imobilizada em beads de quitosana-alginato-Ca apds 8 e 24 horas de
tratamento. Em seguida, foi realizada a remediacdo eletroquimica com eletrodos de titanio
(anodo) e aco inoxidavel (catodo), tensdo em 5 V e 20 minutos. Obtiveram-se remocdes do
EE2 abaixo do LD do método utilizado no CLAE (Tabela 9).

Tabela 9 — Tratamento bio-eletroquimico do hormonio etinilestradiol.

Tempo de tratamento Remocédo do EE2 (%)
bio/eletroquimico Bioldgica Eletroquimica
8 horas/20 minutos 68,60% (+2,61) <LD

24 horas/20 minutos 86,52% (£ 2,69) <LD

Nota: LD = Limite de Detecgdo.

E mais dificil utilizar primeiro a remedicdo bioldgica, pois a maioria dos compostos
alvos de degradacdo apresentam toxicidade aos micro-organismos. Para remediacdo de
efluentes téxteis, foi utilizado um biofilme constituido pelos micro-organismos A.
salmonicida e P. vesicularis, com reducdo de 68,8% de DQO e 54,5% de eficiéncia na
remocao de cor. Ainda foi realizado um processo de coagulacdo quimica e por fim a oxidacao
eletroquimica até alcancar reducdo de 95,4% de DQO e 98,5% de cor (KIM et al., 2002).

Para o tratamento de chorume, foi utilizado dois biorreatores em sequéncia e posterior
eletro-oxidacao, com Ti/PbO, como anodo. As eficiéncias de remocao de carbono organico
total foram de 98% para o processo bioldgico e 51,4% para o eletroquimico (LEI et al., 2007).

Ja para trabalhos com a remediacdo eletroquimica antes da remediacéo biologica, bons
resultados foram obtidos na remediag&o do acido 2,4-diclorofenoxiacético (FONTMORIN et
al., 2013) e do pesticida organofosforado, fosmete (SALLES et al., 2010), com remogdes em
97% e 79%, respectivamente, utilizando eletrodos de grafite (4nodo) e em seguida lodo
ativado. Cloridrato de tetraciclina foi tratado por eletro-oxidagdo com eletrodo de Pb/PbO; e
em seguida lodo ativado, com remocgéo completa do composto (YAHIAOUI et al., 2013).

A principal vantagem do processo bio-eletroquimico realizado nesse trabalho é o
tempo de tratamento biolégico (8 horas). Mesmo com boas remocgBes, o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético reduziu 57-63% do seu valor inicial durante os primeiros dias de cultura,
permaneceu constante e s6 depois de quase 18 dias de cultura ocorreu 97% de remocéo
(FONTMORIN et al., 2013). O fosmete foi removido 66% apds o segundo dia de cultivo e
79% apds o sétimo dia (SALLES et al., 2010). E o cloridrato de tetraciclina em 30 dias
(YAHIAOUI et al., 2013).
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Os processos bio-eletroquimicos sdo cada vez mais utilizados devido a eficiéncia de
tratamento e possibilidade de remediacdo de diversos poluentes, que podem ser substancias
puras ou em efluentes. O processo bio-eletroquimico realizado, mostrou-se eficiente para o
EE2 com remocdo em torno de 100%, apos 8 horas de tratamento bioldgico e 20 minutos de

tratamento eletroquimico.
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5 CONLUSAO E PERSPECTIVA

5.1 CONCLUSAO

Segundo a metodologia utilizada foi possivel produzir a enzima lacase do fungo P.
sanguineus. Na imobilizacdo do extrato bruto contendo lacase em beads de quitosana-
alginato-Ca/Cu, as beads que possuiam cobre apresentaram rendimento superior quando a
atividade enzimatica foi determinada utilizando o substrato ABTS.

Para a remediacdo bioldgica, as duas formulacdes de beads apresentaram
comportamentos semelhantes em 24 horas de tratamento, sendo assim optou-se por utilizar
apenas as beads de quitosana-alginato-Ca. A melhor condigéo para o tratamento foi em meio
aquoso sem adicdo de tampdo. Foi possivel realizar até 5 ciclos de reuso com o mesmo lote de
beads.

Em relacdo a remediacdo eletroquimica os eletrodos de titanio (anodo) e aco
inoxidavel (catodo) apresentaram os melhores resultados, em pH 7 e 20 minutos de reacéo.
Além de melhor remocéo, o eletrodo de titanio foi inerte, ndo sendo possivel determinar o
metal na solucdo aquosa apés o tratamento.

Como nem sempre a remediacdo biolégica com a lacase imobilizada promoveu
remocdo completa do EE2, ao realizar a remediacédo eletroquimica com eletrodos de titanio e
aco em sequéncia, obteve-se resultados em torno de 100% de remogéo. Conclui-se que os dois
processos sdo eficientes separadamente e em conjunto, levando a quase completa remogéo do

EE2 em soluc¢do aquosa.

5.2 PERSPECTIVA
e Otimizar o processo de remediacgéo bio-eletroquimica.
¢ Realizar ensaios de toxicidade com a solucdo obtida dos tratamentos.

e Ampliar o volume de tratamento visando a aplicacdo ambiental.
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