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RESUMO

NUNES, ES. Producédo de lacases por Pleurotus ostreatus e o uso da biorremediagéo e
adsorcao para - tratamento de poluente via biomassa residual

A contaminacdo de efluentes proveniente de lancamentos domésticos e industriais tem
sido comprovada em diversas regides do planeta. O uso de repelentes cresceu
significativamente, assim como, corantes sintéticos, amplamente utilizados na industria
téxtil e o bisfenol A, por ser encontrado em diferentes polimeros comerciais, s&o
comumente encontrados presentes em aguas de efluentes e industriais, gerando
possiveis efeitos danosos. Os processos convencionais de tratamento de efluentes
apresentam baixa eficiéncia de remocao de quimicos e sdo de alto custo. Tendo isso em
vista, 0 objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de metodologias para o tratamento
de efluentes contaminados com o principio ativo de repelentes, icaridina, corante téxtil
vermelho Drimaren CL-5B e o bisfenol A (BPA) por meio do emprego do residuo de acai
como material adsorvente e/ou a biorremediagdo com a lacase produzida a partir do fungo
de decomposicdo branca Pleurotus ostreatus usando como indutor enzimatico os
residuos solidos de acai, abacaxi, mexerica e pequi. A producdo enzimética com 0s
residuos de acai e abacaxi obtiveram uma atividade de 1139 UmL™? e 1031 UmL?
respectivamente. A remediacgédo foi eficiente para o BPA, sendo capaz de biorremediar até
100 % do composto, porém foi ineficaz para a icaridina. Entretanto o acai revelou alta
capacidade chegando a adsorver completamente o bisfenol A, mais de 50 % da icaridina
e mais de 70 % do corante quando em uma amostra sintética e 40 % em uma amostra
industrial. Concluindo, assim que as metodologias empregadas s&o eficientes para
biorremediar ou adsorver Bisfenol A e icaridina utilizando lacase induzida por biomassa
residual de vegetal.

Palavras-chave: Acai, Abacaxi, Mexerica, Pequi, Bisfenol A, Repelente Icaridina, Corante
Vermelho Drimaren, Biomassa, Biorremediacdo, Adsorcéo, Lacase.
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ABSTRACT

NUNES, ES. Enzymatic production of lacases by Pleurotus ostreatus and the use of
bioremediation and adsorption for the treatment of pollutants via agro-industrial waste.
These (Doctorate) - Faculty of Pharmacy, Federal University of Goias, Goiania, 2020,

The contaminants of effluents from domestic and industrial releases have been proven in
several regions of the planet. The use of repellents has grown significantly, as well as
synthetic dyes, because they are widely used in the textile industry and bisphenol A,
because it is found in different commercial polymers, are commonly found in pollutants
keeping present in waters generating possible harmful effects. Conventional effluent
treatment processes have low chemical removal efficiency and are expensive. In view of
this, the objective of this study was the of methodologies for the treatment of effluents
contaminated with the active ingredient of repellents, icairidina, red textile dye Drimaren
CL-5B and bisphenol A (BPA) by using acai residue as adsorbent material and/or
bioremediation with the lacase produced from the white decomposition fungus Pleurotus
ostreatus using as enzymatic inducer the solid residues of acai, pineapple, mexerica and
pequi. The enzymatic production with the residues of acai and pineapple obtained an
activity of 1139 UmL and 1031 UmL™? respectively. Remediation was efficient for BPA,
being able to bioremediate up to 100% of the compound, but it was ineffective for Icariride.
However, acai revealed high adsorptive capacity, reaching to fully adsorl Bisfinol A, more
than 50 % of iridin and more than 70 % of the dye when in a synthetic sample and 40 % in
an industrial sample, demonstrating a promising methodology. In conclusion, the
methodologies employed are efficient to bioremediate or adsorb Biphenol A and Icaridin
using laccase induced by residual plant biomass.

Keywords: Acai berry, Pineapple, Mexerica, Pequi, Bisphenol A, Repellent Picaridin, Dye
Red Drimaren, Biomass, Bioremediation, Adsorption.
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1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos sdo cada vez mais poluidos por fontes antropogénicas, seja
elas de origem domiciliar ou industrial, com isso a poluicdo das aguas se tornou uma
problematica, tendo em vista, que as técnicas de tratamento convencionais nao Ssao
eficientes para remover diversos poluentes e sdo em sua maioria tecnologias de alto
custo (DHOTE; INGOLE; CHAVHAN, 2012).

Corantes, compostos presentes em repelentes e desreguladores enddcrinos, como
o bisfenol A, representam parte desses poluentes que ja possuem sua toxicidade

comprovada ou representam um risco futuro (LIZAMA et al., 2002).

O bisfenol A (BPA) € um composto quimico amplamente utilizado na producéo de
policarbonato e em vernizes epoxi, usado em polimeros, como garrafas retornaveis. Ele
inibe atividade do receptor nuclear de estrogeno e outras atividades enddcrinas,
interferindo no metabolismo, na funcgéo tireoidiana, na diferenciacédo e funcdo do sistema

nervoso central, e desenvolvimento do sistema imune. (ANVISA, 2018; CETESB, 2017).

Ja o principio ativo, icaridina, presente em formulacdes de repelentes comerciais,
sdo regulados pela ANVISA, como cosméticos. Devido a isso a avaliacdo nao clinica de
seguranca é menos rigorosa do que para medicamentos e produtos de salde
(PAUMGARTTEN; DELGADO, 2016). Logo, se tem uma inadequacédo da regulacdo dos
ingredientes ativos de repelentes, como a icaridina, que a principio ndo possuia efeitos
adversos, mas estudos recentes, como os realizados por Almeida et al. (2018) e Vieira et

al. (2018), incitam que isso ndo € uma verdade absoluta.

Quando se trata de corantes, a industria téxtil gera um grande volume de efluentes
complexos que possuem corantes sintéticos em sua composi¢cao e que sdo despejados
comumente de forma inadequada. ApOGs o processo de tingimento cerca de 30% dos
corantes ndo se aderem as fibras do tecido e sdo descartados na agua residuaria, dando
a esse efluente aspecto colorido, mesmo quando em baixas concentragdes, podendo
haver o desenvolvimento de eutrofizagcdo quando descartado em corpos de agua, fora
outros efeitos téxicos (LIZAMA et al., 2002).

Algumas partes dos produtos alimentares ndo sdo consumiveis e entdo se tornam

parte do lixo corrente de industrias. Essa parcela geralmente era queimada ou deixada no
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campo para apodrecer, mas isso pode ser potencialmente perigoso para o meio Ambiente
e ainda ndo ha um descarte totalmente adequado (RAO; RATHOD, 2019).

Em termos globais, estima-se que rejeitos solidos atinja a marca de 2,2 bilhdes de
toneladas por ano no mundo em 2020 (WORLD BANK, 2012). A gestéo integrada dos
residuos urbanos biodegradaveis se apresenta como um dos grandes desafios
contemporaneos. O uso de residuos se apresenta como uma solucdo renovavel, que
inclui uma ampla variedade de materiais, tendo como exemplo, os restos de frutas e

vegetais, a madeira e os residuos da industria de celulose e papel.

A indastria produtora de acai, abacaxi, mexerica e pequi geram grandes
guantidade de residuos apdés o processamento desses frutos, tendo o acimulo desses
chamados, residuos agroindustriais. No caso do acai, por exemplo, somente a polpa, que
corresponde a 5 a 15% de sua massa, é consumida no ramo alimenticio, gerando um alto
volume de residuo soélido (AMADOR, 2018).

Essas biomassas residuais podem ser utilizadas como adsorventes de poluentes
(MO et al., 2018) e como indutores de enzimas ligninoliticas por meio do fungo Pleurotus
ostreatus (PARK, et al., 2014; WYMAN et al., 2018), podendo-se utilizar dessas enzimas
no desenvolvimento de metodologias envolvendo a biorremediacdo em efluentes
(GOLVEIA, et al., 2018).

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar a producao
de lacase por Pleurotus ostreatus em cultivo submerso utilizando residuos de acai,
abacaxi, pequi e mexerica no meio de cultivo e o desenvolvimento de uma metodologia de
biorremediacdo e adsorcédo em efluentes para a descontaminacgéo de icaridina, BPA, e 0
corante Drimaren Vermelho CL-5B, e identificar os metabdlitos formados pela
biorremediacao do bisfenol A. Com os resultados obtidos propor a possibilidade do reuso

e 0 despejo de uma agua ndo contaminada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Contaminantes emergentes

Com o desenvolvimento desordenado e o constante crescimento industrial e
populacional, o niumero de poluentes gerados por aglomeracdes urbanas aumentou
bastante, acarretando poluicdo do solo e dos lencéis freaticos (MUDHOO; GARG; WANG,
2012).

A crescente descarga de produtos quimicos lancados no ambiente, mesmo em
baixissimas concentracdes (ugL? e nglL?), sdo suspeitos de atuarem como interferentes
toxicos (FREITAS, 2018).

Produtos quimicos toxicos utilizados nos diversos setores de atividade
antropogénica tém como destino, em carater residual, o0 meio ambiente e em funcdo das
chuvas, curvas de niveis, lancamento de esgotos clandestinos e tratamento ineficientes
(da remocdo dos poluentes emergentes sdo apenas parcialmente removidos) das
estacBes de tratamento de agua (ETA) e esgoto (ETE), entre outros. Tudo acaba nas
aguas superficiais e subterraneas, (COSTA et al., 2009; TONDERA et al., 2018). Dentre
os poluentes emergentes destacam-se o0s interferentes enddcrinos, visto serem
compostos que mimetizam os hormoénios naturais e ligam-se aos sitios receptores
ativando ou blogueando vias de sinalizacao celular que desencadeiam a funcdo hormonal,
(PALONINI, 2011) e os corantes sintéticos.

2.2. Bisfenol A (BPA)

Os polimeros, segundo os autores Da Silva e colaboradores (2018), sao
macromoléculas de origem natural ou sintética formados por monémeros gue reagem
guimicamente, podem ser classificados conforme suas caracteristicas quimicas e origem
e aplicados conforme seu comportamento mecanico sendo, neste caso, definidos como:
borracha, elastbmero, plastico ou fibra, sdo materiais presentes em nosso cotidiano tendo
grande versatilidade e aplicabilidade nos mais diversos segmentos: saude, alimentacao,

construcéo civil, comunicacao, na agricultura, a industria automobilistica, entre outros.
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O BPA, também denominado 2,2-bis(4-hidroxifenil) propano, € um composto
organico com dois grupos funcionais fenol. Sua formula molecular € C15H1602, e estrutura
molecular pode ser observada na Figura 1 (CHEMSPIDER, 2019).

CHj

ol N1l Yo

CHj

Figura 1. Estrutura Molecular do BPA.
Fonte: ChemSpider, 2019.

Nos dizeres de Billa e colaboradores (2007) o grupo de difenilalcanos € comumente
empregado na producédo de plasticos e € denominado genericamente de bisfenol. Tendo
como fundamental representante desse grupo € o BPA, amplamente utilizado durante os
processos industriais como monémero na producdo de polimeros, policarbonatos, onde
pode ser produzido de duas formas diferentes: o primeiro pela condensacéo do fenol com
acetona em meio acido, alta temperatura e em presenca de catalisadores, posteriormente
ele é purificado por destilacéo, filtracdo e secagem. Ja o segundo método de producao é
bastante similar ao primeiro, diferenciando nas tecnologias de catédlise e purificacao
empregada, permitindo maior economia de reagentes (SOUZA, 2018). Matéria-prima
industrial presente em varios itens, como: selantes dentérios, latas de conserva revestidas
internamente com filme de polimero, lentes de Oculos, materiais automotivos,
mamadeiras, garrafas de agua mineral, encanamentos de agua de abastecimento,
adesivos, CDs e DVDs, impermeabilizantes de papéis, tintas e muitos outros, (SOUZA,
2018; HESS, 2018).

Em condicdes ambientais, o BPA é sdélido de coloracédo branca, comercializado na
forma de cristais, flocos ou pastilhas. As principais propriedades fisico-quimicas do BPA

se encontram no Quadro 1.
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Quadro 1. Propriedades Fisico-Quimicas do BPA

Propriedade Valor
Massa molar 228,286 gmoL
Formula molecular Ci5H1602
Densidade 1,195 gcm

398 °C
Ponto de ebulicdo (760mmHg1)
Ponto de fuséo 155°C
pKa 9,59 - 11,30
Solubilidade em agua | 120 - 300 mgL?
5,3x10°KPa
Presséo de vapor (25°C)

Fonte: ChemSpider, 2019.

Do ponto de vista de Costa (2008) a solubilidade do BPA em &agua varia de 120 a
300 mgL? a 25 °C, e da mesma forma, séo citados diferentes valores para a presséo de
vapor, densidade e pKa, todavia a maior variagdo entre os resultados pode ser observada
na determinacdo da pressédo de vapor, propriedade esta que classifica o BPA como um

composto de baixa volatilidade.

2.2.1. Efeitos do BPA na salude humana e na saude animal

O BPA é categorizado como um desregulador endécrino. A preocupa¢do com 0s
Interferentes Enddécrinos se justifica em funcdo da elevada e crescente utilizacdo desses
compostos, (MARTINI, 2018).

Martin-Pozo et al. (2018) definem os desreguladores enddcrinos ambientais como
sendo qualquer agente exégeno que interfere com a sintese, secrec¢ao, transporte, acao,

ligacdo ou eliminagdo dos horménios naturais (HEALY, 2018).

Sales e colaboradores (2017) consideram que os efluentes de ETE sao uma fonte
de lancamento de substancia estrogénica no meio aquético. Contaminando 0s corpos
hidricos superficiais e subterraneos, os quais podem ser contaminados pela infiltracdo de
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substancias quimicas através do solo, dos praguicidas utilizados na agricultura e
pecuaria, de excretas de animais, ou através dos efluentes industriais e domésticos pois,
essas substancias ndo sdo removidas pelos processos convencionais das estagfes de

tratamento de agua (ETA) e de esgoto (ETE).

Foi examinado o comportamento sécio-sexual e exploratério de fémeas de gerbos
da Mongdlia (Meriones unguiculatus), um roedor monogamico, em resposta a exposi¢cao
cronica ao desregulador endocrino estrogénico BPA. A molécula reduziu varios
parametros exploratérios, indicando uma menor propensdo exploratoria das fémeas.
Estes resultados destacam a sensibilidade de gerbilos fémeas adultas ao BPA durante o
periodo hormonalmente sensivel de formacdo de pares, considerando também que as
doses de BPA testadas estdo bem abaixo da ingestdo diaria toleravel sugerida para
humanos (RAZZOLI et al., 2005).

Estudos do seu mecanismo de acdo revelaram que o BPA pode estimular
respostas celulares, causando efeitos nas células pituitarias, pancreaticas e da préstata
de camundongos, bem como nas células de cancer de mama humanas, mesmo quando
esta presente em dosagens muito baixas, da ordem de partes por trilhdo (ppt) (hgL™),
atuando sobre receptores estrogénicos associados a membrana celular (WELSHONSE et
al., 2006; VOM SAAL et al., 2007).

Embora numerosos estudos in vitro e in vivo tenham sido publicados sobre os
efeitos do BPA em sistemas biolégicos, ha controvérsias sobre se niveis comuns de
exposicdo podem ter efeitos adversos em humanos. No entanto, a incidéncia crescente
de distarbios do desenvolvimento € preocupante, e evidéncias acumuladas indicam que o
BPA tem efeitos prejudiciais no desenvolvimento neurologico. Outros analogos de
bisfenol, usados como substitutos do BPA, também sado suspeitos de terem uma ampla

gama de acdes bioldgicas (RUBIN, 2011).

A exposicdo continua (por 24 horas) de células de pancreas a uma solucao
contendo BPA (10 ppb), também ocasionou a secrec¢éo de insulina acima do nivel normal
(ADACHI et al., 2005). Em estudos realizados com cobaias, foi observado que, apos
quatro dias, a administracdo de BPA (10 mg/kg/dia) fez com que ratos adultos
desenvolvessem hiperinsulinemia, o que aumenta o0s riscos de desencadeamento de
diabetes mellitus do tipo 2 e hipertensdo (ALONSO-MAGDALENA et al., 2006).
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Em experimentos realizados com ratos e camundongos, a exposicdo do feto
(durante a gravidez) ao BPA ocasionou a alteracdo da morfologia de diversos 6rgaos do
animal adulto, como utero e vagina (MARKEY et al.,, 2005), glandulas mamérias
(MARKEY et al., 2001, DURANDO et al., 2007) e préstata (WELSHONS et al., 1999). A
administracdo de BPA a ratas gravidas e seus filhotes recém-nascidos resultou em
mudangas no comportamento dos animais expostos quando ficaram adultos e induziu-os
a obesidade (FARABOLLINI et al., 1999, VOM SAAL et al., 2005). Dentre os efeitos sobre
o comportamento, foi observado que o BPA ocasionou hiperatividade, aumento da
agressividade, reacdo alterada para estimulos de dor ou medo, problemas de
aprendizagem e alteracdo do comportamento sociossexual. Na dose de 30 mg/kg de
massa corporal/dia, o BPA ocasionou reverséo das diferencas normais de comportamento
entre os sexos (NEGISHI et al., 2004; VOM SAAL et al., 2005).

O BPA também causou disturbios no sistema imunologico de camundongos,
podendo desencadear doencas autoimunes como lapus eritematoso sistémico, purpura
trombocitopenia idiopética, dermatomiosite e esclerodermia (YURINO et al., 2004; VOM
SAAL et al., 2005). Em ensaios de laboratoério, os derivados do BPA - TCBPA, BPAF,
BPB, DMBPA, TMBPA e BPAD- apresentaram significativa atividade estrogénica frente a
células de céancer de mama MCF-7, na ordem de concentracdo menor do que 1
micromolar. Também foi descrito que esses derivados na faixa de concentracdo de
micromolares, foram capazes de interferir na atividade hormonal da tireoide (KITAMURA
et al., 2005).

Em um estudo realizado com seres humanos, nos Estados Unidos, o BPA foi
encontrado em 95% das amostras analisadas, em niveis superiores a 0,1 nanogramas de
BPA por mililitro de urina (0,1 ppb), levando os pesquisadores a concluirem que a
frequente deteccdo do BPA sugere que os habitantes dos Estados Unidos estéo

amplamente expostos a esta substancia (WELSHONS et al., 2006).

O BPA foi encontrado em fluidos corporais de seres humanos, em uma faixa de
concentracdo mil vezes (ppb) maior que a concentracdo necessaria (ppt) para que
ocorram os efeitos celulares ja descritos, levando estudiosos a concluiram que as
evidéncias cientificas indicam que ja devem estar ocorrendo amplos efeitos biolégicos
desta substancia nos seres humanos (WELSHONS et al., 2006; VOM SAAL et al., 2007).

25



Particularmente preocupantes sdo os elevados niveis de BPA detectados no soro
do corddo umbilical dos fetos, no soro materno durante a gravidez, e no fluido amniético
fetal, durante o periodo de maior sensibilidade do feto humano aos efeitos danosos dos
interferentes enddcrinos. Os niveis aferidos de BPA circulando livre no sangue de adultos
ficaram na faixa de 0,2 a 20 ppb (microgramas/L), enquanto que, na placenta, estes
valores ultrapassaram 100 ppb (WELSHONS et al., 2006).

Estudos epidemioldgicos levaram a comprovacdo de que h& correlacdo entre a
concentracdo de BPA no sangue, com o desenvolvimento de doencas em seres
humanos, como obesidade, sindrome dos ovarios policisticos, hiperplasia do endométrio
e abortos (HIROI et al., 2004; TAKEUCHI et al., 2004; OGASAWARA et al., 2005).

Em estudo divulgado em 2008, foi encontrada correlacdo entre os niveis de BPA
presente na urina de pessoas adultas (18 a 74 anos de idade), com o desencadeamento
de diabetes e mal funcionamento do figado, entre outros efeitos (LANG et al., 2008). Em
estudo publicado em 2014 (TARAPORE et al., 2014) foi descrito que homens jovens com
diagndstico histopatoldgico de cancer de préstata apresentavam niveis de BPA no sangue
superiores aqueles de jovens saudaveis. Bebés do sexo masculino cujas maes estiveram
expostas ao BPA durante a gravidez apresentaram ma formacdo no trato reprodutivo

(distancia ano-genital menor do que a normal) (MIAO et al., 2011).

Em testes realizados em laboratérios, o BPA foi detectado: na saliva, em
guantidades suficientes para estimular a proliferacdo de células de cancer de mama
(MCF-7), uma hora ap0s os pacientes terem sido tratados com selador dentario a base de
resina derivada do BPA (OLEA et al., 1996); nos liquidos das latas de conservas de
alimentos revestidas por resina contendo BPA, que também estimularam a proliferacdo
das células MCF-7 (BROTONS et al.,, 1995); em amostras de leite (CASAJUANA,
LACORTE, 2004); em galdes de policarbonato utilizados como embalagens de agua
mineral (BILES, 1997); e em mamadeiras de policarbonato, sob condi¢cdes semelhantes
aquelas do uso normal (BREDE et al., 2003).

As alteracBes sexuais fisiologicas e comportamentais causadas pelos interferentes
endocrinos (IE) levantam questfes referentes ao tipo de exposi¢cdo que 0S seres Vivos
estdo submetidos, visto que exposi¢cdo crénica em baixa dosagem s&do potencialmente
perigosas (PATISAUL e ADEWALE, 2009). Desta forma, Soto e Sonneschein (2010)

apontam que as evidéncias cientificas dos efeitos desses interferentes sobre a saude
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humana deveriam motivar mudancas nas politicas de saude publica mundiais, protegendo
da exposicao, principalmente fetos e pessoas em idade reprodutiva. Além dos efeitos no
sistema endocrino dos seres vivos, é atribuido ao IE’s a capacidade de dispersdo no meio
ambiente em funcdo de caracteristicas como bioacumulacéo, lipofilicidade e baixa

pressao de vapor (BILA et al., 2007).

Raimundo (2007) ao avaliar a presenca de farmacos e |IE nas 4guas superficiais da
bacia do Rio Atibaia — S&o Paulo, detectou altas concentragdes de bisfenol - A, chegando
a concentracdo de 13.060 ngL™! no Ribeirdo Anhumas durante o periodo de estiagem. A
autora considera a influéncia do aporte de esgoto doméstico como importante contribuinte
para esse valor e ressalta a preocupacdo da presenca de IE nas aguas da regido
metropolitana de Campinas, ja que tais substancias estiveram presentes em 94% das

amostras coletadas, sendo as mais frequentes, além do BPA, dietilftalato e 17-estradiol.

Bocchini (2011), repérter da Agéncia Brasil de Comunicacdo relatou em seu site
gue a Justica Federal em Sao Paulo determinou que a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) regulamente a obrigatoriedade de informagéo “adequada e ostensiva”
sobre a presenca da substancia BPA nas embalagens de alguns tipos de produtos. O
BPA utilizado na fabricacdo de plasticos torna o produto final mais flexivel, transparente e
resistente. Em latas, € usado como revestimento interno para proteger a embalagem da
ferrugem por meio de resina epoxi. No entanto, o bisfenol usado nesses produtos pode

contaminar os alimentos e a agua.

2.2.2. Legislacao e padrdes quanto ao BPA

A maior parte das legislacbes que tratam de padrdes referentes ao BPA ndo se

enquadra em contaminacdes de matrizes ambientais, como agua, solo e ar.

Na legislacéo brasileira ndo estdo contemplados os padrbées para o BPA em agua,
existindo apenas um valor definido para os derivados fendlicos, o qual esta estipulado em

0,5 mg L* como a concentracdo maxima (PEREIRA et al., 2014).

Diversos paises proibiram a producdo de garrafas e embalagens que contenham
BPA, principalmente para lactantes e criancas, devido a sua migracao para os alimentos e

bebidas. Este composto deve ser substituido por bisfenol S ou outros compostos
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semelhantes, porém, estes também ndo possuem estudos que comprovem a sua
segurancga a saude e ao meio ambiente (MICHALOWICZ, 2014).

Em 2006, a European Food Safety Authority estipulou o limite de migracao
especifica (LME) de BPA em 0,05 mg.kg™* por peso corporal por dia. No Canada, em
2008, foi proibido o uso de BPA na fabricacdo de mamadeiras, e em 2010, paises como a
Dinamarca e Franca também proibiram a fabricacdo e importacdo de mamadeiras e
outras embalagens de alimentos para criancas de 0 a 3 anos que contenham BPA em sua
composicdo (BERNARDO et al., 2015).

Em 2011, a Comissao Europeia, por meio do Regulamento n°® 10/2011 autorizou o
uso de BPA em embalagens plasticas para alimentos com um LME de BPA de 0,6 mgkg™
de alimento, e por meio da Diretiva n® 8/2011 proibiu o uso de policarbonato para a

producdo de mamadeiras.

No Brasil, a ANVISA, por meio da Resolu¢cdo RDC n° 17/2008, que corresponde a
Resolugdo GMC do MERCOSUL n° 32/2007, estabeleceu um LME de BPA de 0,6 mgkg*
de alimento, e por meio da Resolucdo RDC n° 41/2011 proibiu a producao e importacéo
de mamadeiras que possuam BPA em sua composicdo. No ano seguinte, a ANVISA
publicou a Resolucdo RDC n° 56/2012, que corresponde a Resolucdo GMC do
MERCOSUL n°02/2012, a qual manteve o LME de BPA em 0,6 mgkg™ de alimento, e ndo
autorizou o uso do BPA na fabricacdo de mamadeiras e artigos similares destinados a
alimentacao de lactantes (BERNARDO et al., 2015).

2.3. lcaridina

O Brasil é um pais de grandes dimensfes, cujas caracteristicas ambientais e
climaticas favorecem a sobrevivéncia e a manutencao de diversas espécies de mosquitos
vetores de doencas. (MARCONDES; XIMENES, 2016).

O Aedes aegypti, por exemplo, tém grande importancia médica por ser vetor do
virus dengue, responsavel por diversos surtos recorrentes no pais, e da febre amarela em
areas urbanas, na transmissao de virus como o Zika (ZIKV) e o Chikungunya, os quais
foram introduzidos recentemente no territorio brasileiro e ocasionaram surtos epidémicos
em varios estados brasileiros, principalmente na regido Nordeste, durante os anos de
2015 e 2016 (HEUKELBACH et al., 2016).

28



Dentre as arboviroses supracitadas, a infeccdo causada pelo ZIKV recebeu grande
destaque, no ano de 2015, com repercussfes mundiais, ao ser relacionada com o
aumento significativo do numero de casos de microcefalia no Nordeste do Brasil,
especialmente em Pernambuco e na Paraiba (BRITO; CORDEIRO, 2016; FARIA et al.,
2017; NUNES et al., 2016; SOARES DE ARAUJO et al., 2016).

InUmeras criancas gestadas de maes infectadas pelo ZIKV durante a gravidez
apresentaram severas malformacbes congénitas, as quais comprometeram 0 Seu
desenvolvimento cognitivo e motor. A variedade de alteracdes associadas a infeccéo por
este arbovirus passou a ser denominada de sindrome congénita de Zika (MIRANDA-
FILHO et al., 2016).

A rapida expansdo desta arbovirose pelo continente americano, entre os anos de
2015 e 2016, causando epidemias em diversos paises juntamente com o0s riscos das
malformacdes congénitas, ganhou notoriedade mundial (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2015b; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016d) e ampla difusao
pela midia (RIBEIRO et al., 2018; SOUTHWELL et al., 2016).

Tamanha foi a importancia desta situacdo que levou a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) declarar que arbovirose Zika era uma emergéncia de saude publica de
interesse internacional naquele momento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016d).

Nesse contexto, as agéncias de saude brasileiras em colaboracdo com instituicoes
internacionais de saude buscaram compreender a doenca e orientar a populagéo sobre os
habitos e outras medidas de protecdo contra os mosquitos (BRASIL, 2017b; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2015b).

Entre as medidas de protecdo pessoal estavam incluidas: vestimentas que
cobrissem a maior extensdo corporal possivel (por exemplo camisas de mangas longas,
calcas compridas, meias, sapatos fechados); o uso de mosquiteiros durante o periodo de
repouso; o emprego de telas e redes antimosquitos nas janelas e portas das residéncias;
e a adocdo de repelentes topicos, cuja aprovacdo de comercializacdo tivesse sido
autorizada pelo 6rgdo de saude competente da localidade (BRASIL, 2016b; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016b).

Os repelentes, apesar de ser considerado seguro e eficaz, se utilizado conforme a
recomendacao dos fabricantes, merece uma atencdo maior por ser uma medida quimica
passivel de absorcdo pela pele e possivel contato com o feto (MCGREADY et al., 2001).
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O emprego de repelentes topicos para protecao individual exige cuidados especificos e
conhecimento quanto ao produto ideal para cada situacdo, especialmente quando
consideradas as questdes de eficacia e de seguranca (STEFANI et al., 2009).

No Brasil, sdo disponibilizados comercialmente trés tipos principais de repelentes
guimicos sintéticos contra mosquitos para uso topico, cujos principios ativos sédo: DEET
(dietiltoluamida), icaridina e IR3535 (etil butilacetilaminopropionato). Tais produtos topicos
possuem diversas formas de apresentagdo comercial como aerossol, gel, logdo e spray
(STEFANI et al., 2009). Entre os compostos ativos, o repelente a base de DEET é o mais
antigo disponibilizado no mercado, desde a sua introducdo nos anos 1950, além de ser o
mais utilizado pela populagdo humana (ANTWI; SHAMA; PETERSON, 2008).

Apesar de apresentar um histérico de ser seguro para o uso, alguns estudos
mostraram que a alta exposicdo ao DEET, bem como seu uso topico frequente e
prolongado, podem resultar em riscos potenciais para a saude (QIU; JUN; MCCALL,
1998; ROBBINS; CHERNIACK, 1986; VELTRI et al., 1994).

Robbins; Cherniack (1986) constataram a penetracdo de grandes quantidades de
DEET na circulacdo sistémica devido a extensa absorcédo pela pele. Adicionalmente, ja
foram relatados casos de convulsbes e encefalopatias em criancas (BRIASSOULIS;
NARLIOGLOU; HATZIS, 2001; LIPSCOMB; KRAMER; LEIKIN, 1992; MOODY, 1989;
OSIMITZ; GROTHAUS, 1995; OSIMITZ; MURPHY, 1997; SUDAKIN; TREVATHAN,
2003).

Por outro lado, os repelentes mais novos como aqueles a base de icaridina, IR3535
e Oleo de citronela ainda precisam ser melhor estudados nas populacdes no que se refere
as suas toxicidades decorrentes do uso em altas concentracdes (STEFANI et al., 2009).

Outra situacdo também importante é que ndo ha controle e restricdo para a
aquisicao de repelentes quimicos pelos usuarios, apesar de haver limites maximos para a
concentracdo dos compostos ativos presentes nestes produtos (ANTWI; SHAMA;
PETERSON, 2008).

Os repelentes topicos sdo comercializados mundialmente na forma de quatro tipos
de componentes ativos sintéticos (DEET, DEPA icaridina e IR3535); um composto natural
(PMD) (DEBBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2015); e em menores propor¢bes como
alguns tipos de Oleos vegetais, a exemplo da citronela (Cymbopogon nardus), andiroba
(Carapa guianensis), eucalipto (Eucalyptus citriodora), neen (Azadirarachta indica), ou
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outros (BROWN; HEBERT, 1997; STEFANI et al., 2009). Dentre os sintéticos, o DEET foi
descoberto a partir do rastreamento de varios compostos candidatos; o DEPA como um
derivado de uma estrutura quimica similar ao DEET; e o icaridina e o IR3535 foram
desenvolvidos por modelagem molecular. Ja o PMD € um composto botanico terpendide
derivado (DEBBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2015). A substancia icaridina (picaridina
ou KBR 3023) chegou ao mercado europeu em 2001 e aos Estados Unidos no ano de
2005. Este composto ativo apresenta excelente eficacia e atua sobre um espectro de
insetos quase tdo amplo como o DEET (DEBBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2015).
Tamanha a relevancia da icaridina que este composto é sugerido como a segunda opcao
de escolha apds o DEET (PATEL et al., 2016).
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Figura 2. Estrutura molecular dos repelentes Icaridina, IR3535, DEET, PMD.
Fonte: ChemSpider, 2020.

Estudos toxicol6gicos com animais indicaram que o uso de icaridina é seguro,
sendo que doses elevadas do composto, apesar de ndo resultarem em efeitos adversos
ao sistema nervoso de animais, causam danos hepéticos e renais. H4 apenas um anico
registro publicado apontando a alergia de contato como efeito adverso associado ao uso
de repelentes a base de icaridina (CORAZZA et al., 2005). As margens de seguranga
para efeitos tOxicos agudos da exposicao a repelentes com icaridina sdo maiores do que
para os efeitos crénicos ou sub-crénicos (ANTWI; SHAMA; PETERSON, 2008).
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As vantagens da icaridina sdo seguranca, eficacia, odor menos desagradavel do
gue os produtos com DEET, pouca oleosidade e ndo ter a capacidade de dissolver
plasticos. As desvantagens sdo o alto custo (eles sdo os compostos ativos mais caros
dentre os repelentes), ha poucas evidéncias cientificas sobre as experiéncias com a sua
utilizacdo, e sdo pouco eficazes contra maruins (Ceratopogonideos), carrapatos e
mosquitos Anopheles (DEBBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2015).

A icaridina foi aprovada recentemente (2001). Mesmo que por diversos estudos ja
realizados, aparentemente ndo possua efeitos danosos, devido seus riscos ainda serem
pouco elucidados a possibilidade do surgimento de efeitos adversos ndo séao inexistentes.
Um exemplo é o estudo realizado por Almeida et al. (2018), onde se observou que a
icaridina exerceu atividade téxica em larvas de salamandra, que sédo predadores naturais
de larvas de mosquitos a quais o composto ndo afeta, demonstrando que o aparente
beneficio do repelente pode ser sobreposto pela morte desses predadores aumentando o
namero de mosquitos adultos. Vieira et al. (2018) por meio do bioensaio com Allium cepa
também observou altera¢des clastogénicas e aneugénicas por meio da acdo da icaridina.

Como estudos relacionados a toxicidade ainda sédo bastante escassos. O
pioneirismo nessa pesquisa envolvendo o tratamento de contaminacdes geradas por

icaridina, tendo caréater preventivo contra os efeitos adversos que possam vir a surgir.

2.4. Industria e corantes téxteis

Os corantes, compostos coloridos, adicionados em solucdo e que se fixam ao material
ao qual sédo aplicados, séo utilizados desde a antiguidade pelo homem, inicialmente em
pinturas de cavernas e com o passar do tempo passaram a ter utilizacdo para tingimento
de roupas e alimentos. Corantes sao substancias coloridas, com capacidade de absorver
e emitir radiacdo no espectro visivel (400 a 700 nm), que conferem cor aos materiais aos
guais séo aplicados (FRANCISCON, 2010).

Atualmente os corantes sdo aplicados em diversos setores industriais e, portanto, sdo
encontrados em grandes quantidades em efluentes liquidos, apresentando grande
potencial poluidor (PIZATO, 2013).

Sdo moléculas aromaticas que apresentam uma estrutura molecular ndo saturada,

sendo sollveis em meio acido, basico ou neutro. Sua estrutura molecular é bastante
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complexa e apresenta uma cinética lenta de degradacdo, além de serem substancias
recalcitrantes, podendo ter muitas reacdes intermedidrias. Os corantes podem ser
classificados de acordo com seu grupo funcional, que depende de um grupo croméforo (o
gual é responsavel em dar a cor caracteristica dos corantes), ou através da sua forma de
aplicacdo (ORTIZ-MONSALVE, 2015).

A persisténcia destes compostos em relacdo aos tratamentos convencionais
existentes e a decomposicao incompleta dos residuos resultam em moléculas complexas
com efeitos mutagénicos e prejudiciais aos seres vivos. Contudo, novas praticas para a

remocao de corantes vém chamando atencéo (PIZATO, 2013).

O despejo de corantes em &agua, € um problema em estudo, pois esses materiais
apresentam resisténcia ao tratamento quimico e biolégico podendo na sua decomposicao

guimica, produzir substancias mais téxicas que o corante em si (CRINI, 2005).

Mesmo com sua grande utilizacdo, apenas atualmente tem-se dado a devida
importancia a toxicidade presente em muitos corantes, que possuem, por exemplo,
potenciais mutagénicos e carcinogénicos (AGUIAR, 2006). Além destes potenciais
danosos os corantes também possuem estruturas de dificil degradacdo, que produzem

muitas reacdes intermediarias, com diversos subprodutos (PIZATO, 2013).

Estes corantes sintéticos, amplamente utilizados por diversas industrias, geram
grandes problemas no gerenciamento de efluentes, mesmo quando descartados em
peguenas concentracdes. Isso acontece, pois com a coloracdo da agua, a solubilidade do
oxigénio diminui, afetando o ecossistema aquatico, além de liberar substancias nocivas ao
ambiente e aos seres vivos (FRANCISCON, 2010).

Todo esse efluente gerado deve ser disposto de maneira correta, a fim de promover a
gualidade dos corpos receptores. Para garantir o controle e a disposicao final adequada
destes efluentes é importante estar de acordo com a legislacdo vigente. Segundo a
Resolucdo N° 430/2011 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que “dispde
sobre condicbes, parametros, padrdes e diretrizes para gestdo do lancamento de
efluentes e que somente poderéo ser langados diretamente nos corpos receptores apos o
devido tratamento”. A Resolugago CONAMA 357/2005 determina que “corantes
provenientes de fontes antropicas que ndo sejam removiveis por processo de coagulacao,
sedimentacgao e filtragdo convencionais devem estar ausentes em efluentes” (TEIXEIRA,

2011; SILVA, 2005).
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Um dos maiores exemplos de industria a se destacar é a industria téxtil, a qual gera
uma quantidade abundante de aguas residuarias com grande potencial poluidor, rico em
produtos complexos, principalmente corantes. Grande parte destes residuos é
proveniente das impurezas advindas da matéria prima, limpeza de maquinas e caldeiras,
produtos utilizados nas etapas de producdo e corantes liberados durante as etapas de
tingimento e descoloracdo. A partir destes processos, sao desencadeados diversos
parametros que causam a poluicdo de efluentes (CERQUEIRA, 2006), tais como altas
cargas de demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), além de outas substancias de baixa biodegradabilidade (PIZATO, 2013).

Devido as estruturas altamente estaveis, os corantes sintéticos sdo dificilmente
removidos de efluentes contaminados pelos métodos fisico-quimicos normalmente
utilizados (AGUIAR, 2006). Com isso fez-se necessario estudar outros métodos para a

mitigacdo dessa problematica, como o uso de adsorventes de baixo custo, por exemplo.

2.5. Biomassa vegetal

A biomassa vegetal € toda matéria organica renovavel de origem biolégica que
armazena energia solar na forma quimica podendo ser utilizada para abastecer processos
bioenergéticos (NOCERA, 2017).

Os processos industriais utilizam varias matérias primas para a producédo de bens
de consumo e consequentemente acabam produzindo os mais diversos residuos
industriais. As industrias que trabalham com produtos derivados do consumo de acai,
mexerica e abacaxi normalmente descartam seus residuos como casca, semente e
bagaco (ABDELAZIZ, 2016).

A biomassa vegetal € constituida principalmente por trés tipos de constituintes:
celulose (30 a 60 %), hemiceluloses (20 a 40 %) e lignina (10 a 25 %), os quais estao
unidos por ligagbes quimicas covalentes e ndo covalentes (KUMAR; GAUTAM; DUTT,
2016).

Constitui uma fonte renovavel de energia e de outros produtos quimicos, que ainda
nao estdo sendo aproveitados adequadamente, visto que a grande maioria destes
residuos tem sido queimados globalmente (CHEN et al., 2018, CHEN; WAN, 2017,
GILLET et al.,, 2017, SANCHEZ; DEMAIN, 2017, XIE; RAGAUSKAS; YUAN, 2016,
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ISIKGOR; BECER, 2015, PICART; DE MARIA; SCHALLMEY, 2015, TEN; VERMERRIS,
2015, ZAKZESKI et al., 2010, JIA et al., 2010), ocasionando problemas ambientais. Mais
da metade do carbono presente na biosfera encontra-se na forma de celulose, e,
aproximadamente, 1 trilhdo de toneladas sdo sintetizadas e degradadas a cada ano
(MINTY; LIN, 2015).

Estes residuos formam uma biomassa residual rica em lignina, constituindo uma
fonte rica em compostos fendlicos. Esta matriz fendlica possui potencial de ser
biotransformada em novos compostos aromaticos, o que abre uma oportunidade para o
desenvolvimento de novos compostos de importancia medica, alimenticia ou de materiais
com beneficios socioeconémicos e ambientais sendo uma alternativa encontrada para a
destinacao destes residuos. (BALLESTEROS; TEIXEIRA; MUSSATTO, 2017).

2.6. Biomassa residual

O Crescimento populacional e, consequentemente, o aumento pela demanda de
alimentos tem impulsionado o setor agroindustrial, o qual representa uma das principais
parcelas da economia brasileira. Nesse sentido, estima-se que a agroinddstria represente
30% da economia brasileira e envolve grande parte dos setores econdmicos em que 0
Brasil apresenta expressiva competitividade no cenario internacional. Dentre Os diversos
setores que compde o agronegdcio brasileiro, destaca-se o da fruticultura devido a grande
variedade de culturas produzidas em todo o pais (NASCIMENTO, 2006).

Sendo assim, o Brasil tem contribuido significativamente na producdo de biomassa
residual de vegetal, subprodutos agroindustrias, especialmente de residuos sélidos. Uma
das consequéncias da producdo excessiva desses residuos consiste no descarte

inapropriado, ocasionando problemas ambientas e perdas de biomassa e bioenergia.

2.6.1. Acai

O fruto é proveniente do acaizeiro, sendo utilizado de inidmeras formas com vasta
importancia econbmica, social e cultural centrada na producdo de frutos e palmito. A
producédo de frutos € datada desde a época pré-colombiana, empregada na obtencao da

bebida conhecida de “acai”. O Estado do Para é o principal produtor de agai, seguido do
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Amapa. O plantio de acaizeiro em areas de terra firme representa excelente alternativa

para a recuperacao de areas desmatadas (DE FARIAS NETO et al., 2010).

E principalmente consumido na forma de refresco de consisténcia pastosa, obtido
por extracdo mecanica (em maquinas despolpadoras) ou manual. Essa bebida € obtida
com a adicdo de agua durante o processamento dos frutos, o que facilita, sobremaneira,
as operacdes de despolpamento e filtracdo. Os valores nutricionais 59,8 g de lipidios, 29,5
g de fibras alimentares totais, 10,7 g de proteinas, para um total de 100 g de massa. O
acai € rico em minerais, principalmente potassio e célcio e, dentre as vitaminas, pode ser
destacada a vitamina E, um antioxidante natural que atua na eliminacdo dos radicais
livres (CEDRIM et al., 2018).

Na cidade de Belém, PA, estima-se existam cerca de dez mil pontos de venda de
acai, que produzem uma média diaria de 200 quilos de residuos (caro¢os) cada, com um
volume total diario em torno de 1,6 a 2 toneladas, podendo chegar a 750 mil toneladas ao
ano. Os carocos de acai sao despejados em lixdes a céu aberto por carroceiros ou nos
canais da capital, causando assoreamento e alagamentos, essa marca cultural gera um
enorme problema ambiental, os sacos de carocos poluem calcadas e canais
(ALCANTARA et al., 2018).

2.6.2. Mexerica

A mexerica (tangerina) € uma fruta citrica de coloracdo acentuado, sabor doce de
grande importancia comercial. O Brasil produziu mais de 23 milhdes de toneladas de
mexerica por ano e grande parte ‘e dirigida para a producado de suco, geleias, doces e
balas, com um descarte de grande quantidade de cascas para serem levadas aos lixdes e
aterros sanitarios do pais (ADUB, NARIN 2009).

No processamento da fruta ha a geragao de residuos, subprodutos provenientes do
esmagamento dos frutos para a extracdo do suco. Muitas vezes estes residuos ndo séo
descartados adequadamente e geram inconvenientes para a industria e a populagdo em
geral. Visto isto, € essencial para o setor industrial agregar valor econémico, tecnolégico e

cientifico a estes residuos (SILVA et al., 2012).

Com bastante aceitacdo no mercado de frutas in natura, A mexerica € rica em

vitaminas Bl e B2, as quais auxiliam na prevencédo de doencas dos nervos, olhos, pele,
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cabelos, figado e boca. Ainda contém grande quantidade de fibras e sais minerais
(CEASAES, 2013).

2.6.3. Abacaxi

Dentre as frutas que mais produzem residuos, destaca-se o abacaxi por conta da
posicdo do Brasil como segundo maior produtor mundial da fruta, conforme dados

expostos pela Food and Agriculture Organization of the United Nations em 2013.

O abacaxi consiste em uma espécie oriunda da América Do Sul, sendo a mais
relevante, no aspecto econd6mico, da familia Bromeliaceae. Pertencente ao género
Ananas, o abacaxi representa uma fruta de regibes tropicais e subtropicais, a qual
apresenta caracteristicas marcante o equilibrio ente acidez e aculcar tornando-o muito
apreciado para consumo in natura. O fruto e formado da unido de 100 a 200 frutinhos
(popularmente denominados de “olhos” ou “escamas”) dispostos no cilindro central, cujo

formato pode ser cilindrico ou conico (SEBRAE, 2016).

A utilizag&o industrial do abacaxi e direcionada para a producgéo de fruta em calda,
geleias, sucos, licor e vinho. A elaboracdo desses produtos, por sua vez promove a
geracdo de residuos devido ao ndo aproveitamento integral do fruto, sendo esses

residuos considerados fontes alternativas de fibras e minerais (SEBRAE 2016).

O aproveitamento dos residuos gerados durante o processamento do abacaxi
diminui os danos ambientais causado pelo descarte inadequado dos residuos, além de
agregar valor ao material que até entdo tinha pouco ou nenhum valor econdémico
(VIGANO 2012).

Uma area promissora e a utilizacdo das cascas de abacaxi no tratamento de
efluentes contaminados por corantes sintéticos ou metais pesados Dacera, Barbel e
Parkpian (2009) utilizaram cascas de abacaxi para produzir por meio da acéo fermentativa
do Aspergillus niger, um liquido rico em &cido citrico o qual foi empregado na lixiviagao de
ions metalicos de cadmio, cobre, cromo, niquel e zinco. Por fim outros exemplos de
utilizacdo das cascas de abacaxi consistem na producéo de hidrogel (Hu, Hu, Zeng, Zhao

& Huang, 2010) e extracdo de bromelina (Ketnawa, Rawdkuen & Chaiwut, 2010).
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2.6.4. Pequi

O pequi é uma das frutas mais importante do bioma cerrado, sendo muito
consumido pela populacdo principalmente do Centro-Oeste. O pequi € composto por
casca, polpa e sementes, a casca do fruto maduro corresponde aproximadamente cerca
de 84% do peso, e grande maioria é descartada como lixo causando impacto

ambiental (PEREIRA; SEYE, 2015).

O pequi é um fruto encontrado em regides tropicais, onde as plantas recebem alta
incidéncia de raios solares, o que favorece a geracao de radicais livres. Influenciadas pela
alta quantidade de luz e calor, a sintese e atividade de enzimas antioxidantes dessas
plantas, tendem a aumentar, a fim de sequestrar radicais livres, além disso, tanto a polpa

quanto a améndoa do pequi sdo ricas em lipidios. (LIMA et al., 2007).

O pequi possui altas taxas de carboidratos, fibra alimentar e compostos
antioxidantes (KHOURI et al, 2007; LIMA et al., 2007; PAULA JR. et al., 2006; ROESLER
et al., 2008). Seus teores de proteina também merecem destaque. O seu teor proteico s
esta abaixo do coco da Bahia (OLIVEIRA et al., 2006; SILVA et al., 1994), sendo um

residuo interessante para o enriguecimento de meio de cultivo.

2.7. Adsorcao

Os processos de adsorcdo e troca idnica sdo os métodos mais utilizados e com
maior eficiéncia em instalagdes industriais para o tratamento de efluentes. Entretanto, a
aplicacdo de adsorventes sintéticos em larga escala tem sempre um problema de custos,
pois sdo muito caros e de descarte final oneroso e impactante para o meio ambiente
(SOUZA et al. 2012).

O carvao ativo € um dos principais adsorventes utilizados para a remocao de
inumeros compostos orgénicos (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2015). Porém, possui alto

custo o que dificulta a sua implementacao, principalmente em larga escala.

A procura por novos materiais de origem vegetal, como os residuos utilizados
nesse estudo, sdo denominados de biossorventes que possuam baixo custo ou
adsorvente “low-cust” e estd sendo incentivada para o processo adsortivo, sendo

consequentemente intitulado de biossor¢gédo (KANG; KWON; SO, 2016). Os biossorventes
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com elevada capacidade de biossorcao apresentam diversos grupos funcionais presentes
em sua area superficial (JAIN; MALIK; YADAY, 2016).

A contaminag¢do quimica da agua a partir de uma ampla gama de poluentes
organicos e inorganicos, tais como metais toxicos, anions, corantes, entre outros,
desencadeou a necessidade de desenvolver tecnologias no intuito de remover esses

poluentes encontrados em residuos liquidos e gasosos (NASCIMENTO, et al., 2014).

A adsorcédo tornou-se entdo um dos métodos mais populares para este fim,
ganhando importancia como um processo de separagdo e purificacdo nas Ultimas
décadas. A adsorcao tem sido objeto de interesse dos cientistas desde o inicio do século,
apresentando importancia tecnolégica, biolégica, além de aplicacbes préaticas na industria
e na protecdo ambiental, tornando-se uma ferramenta Util em vérios setores (GURGEL,
2007).

A adsorcdo € um dos processos mais eficientes de tratamento de aguas e aguas
residuarias, sendo empregada nas industrias a fim de reduzir dos seus efluentes os niveis

de compostos toxicos ao meio ambiente (MOREIRA, 2008).

2.8. Microrganismos degradadores de biomassa vegetal

Na natureza existem organismos que através de processos enzimaticos podem
biodegradar a lignina encontrada na matéria lignocelulésica com o objetivo de obter
nutrientes necessarios para seu metabolismo como bactérias e principalmente fungos
(BUGG et al., 2011).

A degradacdo da lignina tem sido estudada principalmente em basidiomicetos,
classificados como fungos da podriddo branca, devido a sua capacidade de degradar a
lignina e hemicelulose, deixando apenas um material rico em celulose (que é de onde
deriva 0 nome de podriddo branca) e também existem os fungos basidiomicetos
classificados como fungos da podriddo marrom, que degradam parcialmente a lignina
dando preferéncia aos polissacarideos presentes na madeira (BRASIL, 2011, BUGG et
al., 2011, FERNANDEZ-FUEYO et al., 2012)

Os fungos em geral sdo considerados eficientes produtores de enzimas

degradadoras da lignina. Nestes organismos, trés enzimas principais fazem parte de seu

39



acervo ligninolitico: lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidase (SUKUMARAN;
ABRAHAM; MATHEW, 2017).

Os fungos séo organismos com capacidade para degradacéo de varios substratos
devido ao seu grande acervo de enzimatico que atua diretamente na celulose e
hemicelulose, ramificacbes da hemicelulose e nas ligacdes entre a lignina e a celulose.
Tal caracteristica torna esses microrganismos, assim como suas enzimas alvo de

estudos, devido a seu grande potencial em aplica¢des industriais (SWEENEY; XU, 2012).

As oxidases sao frequentemente encontradas em microrganismos celuloliticos, em
alguns casos em poucas quantidades, porém sua atuacédo € significante juntamente com
enzimas hidroliticas participando do sistema oxidativo na degradacao da lignocelulose
(VANDEN WYMELENBERG et al., 2010). Como grande parte das enzimas oxidativas
atuam na degradacao de lignina, ela se torna um desafio para a conversao industrial da
biomassa, pois ela ndo apenas aumentaria a acessibilidade da celulose e hemicelulose
pelas enzimas, como também diminuiria a inibicAo enziméatica causada por estas
moléculas na etapa de hidrélise (JONSSON; MARTIN, 2016).

A lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase sédo as trés enzimas mais
importantes nos sistemas enzimaticos ligninoliticos (CHEN; SARKANEN; WANG, 2012,
ZAMOCKY; OBINGER, 2010, AGAPITO, 2007). Sdo enzimas extracelulares com alto
poder oxidativo, que capturam elétrons das moléculas de lignina, causando uma oxidacao
direta, ja as lacases sdo multicobre oxidases que oxidam compostos fendlicos da lignina
(BEY et al., 2011). Enquanto a lacase oxida diretamente os grupos fendlicos da lignina e
indiretamente partes ndo fendlicas por auxilio de mediadores, a lignina peroxidase e
manganés peroxidase oxidam diretamente as partes ndo fendlicas da lignina sem
necessidade do auxilio de mediadores (SWEENEY; XU, 2012).

2.9. Enzima lacase

A lacase tem sido estudada desde o século XIX. Elas foram descobertas pela
primeira vez na resina (laca) da arvore japonesa Toxicodendron vernicifluum
(anteriormente Rhus venicifera), de qual o nome lacase foi tirado, mais tarde, foi

demonstrado que as enzimas lacase eram amplamente distribuidas na natureza. Assim, a
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atividade desta enzima foi determinada em fungos, plantas superiores, bactérias e insetos
(DWIVEDI et al., 2011; MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990; KUNAMNENI, et al. 2007).

Ela pertence a um grupo de enzimas chamadas polifendis oxidases que contém
atomos de cobre no seu sitio ativo e sdo usualmente chamadas de oxidases de
multicobre ou oxidases azuis. A lacase possui quatro atomos de cobre, um dos quais é
responsavel pela sua caracteristica cor azul. Tipicamente, a catalise mediada por lacase
ocorre com a reducdo do oxigénio para a agua, acompanhada pela oxidagéo do substrato.
As lacases sao, portanto, oxidases que oxidam polifendis (CANNATELLI; RAGAUSKAS,
2017, SHRADDHA et al., 2011).

A primeira lacase bacteriana encontrada estava presente na Azospirillum lipoferum
gue vive nas raizes de plantas, em seguida as bactérias Marinomonas mediterranea,
Mycobacterium tuberculosis e Bacillus sphaericus também apresentaram esta enzima
(GIVAUDAN et al., 1993, CLAUS, 2004).

A maioria das lacases bacterianas estudadas é intracelular, embora também
existam lacases bacterianas extracelulares, Entre os fungos, lacases séao particularmente
abundantes nos fungos da podriddo branca que sdo o0s Unicos organismos capazes de
decompor os componentes da madeira em sua totalidade (RODRIGUEZ-COUTO, 2018;
SINGH ARORA; KUMAR SHARMA, 2010).

Os fungos que produzem lacase estdo distribuidos nos filos Ascomicetos e
Basidiomicetos, sendo particularmente abundantes em fungos de podriddo branca e
marrom que estédo envolvidos no metabolismo de lignina (BRIJWANI; RIGDON; VADLANI,
2010). Como as lacases fungicas possuem maior potencial redox (+800 mV) em
comparacdo com plantas ou lacases bacterianas, estas estdo sendo estudadas em
diversas aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente na degradacédo da lignina (ROSALES;
RODRIGUEZ COUTO; SANROMAN, 2007).

As lacases séo codificadas por uma familia de genes, cuja expresséo pode ocorrer
de forma constitutiva-normal ao metabolismo- ou indutiva-acentuada quando em
condi¢cOes apropriadas- (KLONOWSKA et al. 2002). Usualmente a enzima origina-se no
citoplasma e a acdo sobre a lignina depende de sua secrec¢ao, entretanto, pouca atengao
tem sido dada a tal mecanismo (MAYER; STAPLES 2002).

Vale ressaltar que a producdo da lacase por fungos é altamente afetada pelas
condicbes do meio, como nutrientes, pH, temperatura e aeracdo (KAHRAMAN; GURDAL
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2002). Estas enzimas oxidam somente fendis, aminas aromaticas ou alifaticas com baixo
potencial redox menor que elas mesmas ou pequenas o suficiente para entrar em seu
sitio ativo (IFEANYI, 2016; ISLAM, 2017; RODRIGUEZ-COUTO, 2018). Contudo, com a
ajuda de mediadores, atuam como aceptores de elétrons entre a lacase e o substrato alvo
(BRZONOVA, 2017a; BRZONOVA, 2017b), fazendo com que a lacase possua a
capacidade de oxidar um grande numero de compostos que ndo sdo capazes de entrar
em seus sitios ativos, por vezes até mesmo compostos ndo fendlicos que ndo sao
substratos naturais da lacase (D’ACUNZO GALLI A Cl, 2002; RODRIGUEZ-COUTO,
2018).

Tal caracteristica, somada ao fato de que a lacase apenas necessita de oxigénio
molecular como aceptor final de elétrons, configura a ela uma capacidade de oxidar uma
grande variedade de substratos, contudo sdo incapazes de oxidar compostos com maior
potencial redox, uma vez que a oxidacdo do substrato depende da diferenca entre o
potencial redox do substrato e o sitio ativo com atomo de cobre (DOS SANTOS 2019;
SINGH ARORA; KUMAR SHARMA, 2010).

Devido a sua generalidade de acdo, as lacases fungicas sdo estudadas para
diversas aplicacdes biotecnoldgicas industriais, dentre elas a transformacao e degradacéo
de lignina, produgcdo de etanol, modificagdo de fibras da madeira, processamento
alimenticio, industria téxtil, descoloracdo de corantes, sintese de produtos quimicos e
medicinais e biorremediacdo de solos e &aguas contaminadas (CANNATELLI;
RAGAUSKAS, 2017, RAIS; ZIBERK 2017; RINALDI 2016, MAYER; SCHIRMANN 2018).

A atividade de lacases pode ser determinada por espectrofotometria, pelo
monitoramento da coloracdo dos produtos de oxidacdo (BARBOSA; DEKKER; HARDY,
1996, CHENTHAMARAKSHAN 2017). A maioria dos testes utiliza guaiacol, 2,6-
dimetoxifenol, siringaldazina ou o substrato sintético ndo fendlico acido 2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzotiazol-6-sulfénico) -ABTS- (ARO; FATEHI, 2017; KHATTAB; WATANABE, 2019).

Um exemplo do uso da lacase para a sintese organica de compostos € o trabalho
da Schirmann et al. (2018) que realizou a sintese de trés dimeros por acoplamento
oxidativo via ligagdes C-C (dimeros | e 1l) e C-O (dimero 1ll) a partir de 2,6-dimetoxifenol

utilizando-se a lacase produzida pelo fungo Botryosphaeria rhodina.

As lacases sdo capazes de catalisar diversos substratos, entre eles a lignina

presente na parede celular das plantas. Sobre a degradacao de corantes os autores MA
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et al. (2014) conseguiram degradar o corante reativo laranja 16 em um efluente simulado
da industria téxtil, utilizando a lacase extraida de um fungo do género Ganoderma. Levin
et al. (2010) estudaram o efeito de diferentes fontes de nitrogénio e vitaminas na alteracao
da atividade enzimatica e demonstraram como a lacase presente em alguns fungos
estudados (T. trogii, T. villosa e T. versicolor) foi capaz de degradar o corante xylidine.
Diorio et al. (2008) mostraram como o fungo, Trametes versicolor, foi capaz de degradar o

corante verde.

A molécula desta enzima € uma glicoproteina que possui em sua estrutura um
centro ativo composto de quatro atomos de cobre distribuidos em trés diferentes sitios de
ligacdo redox, classificados, segundo suas classes espectroscépicas. A lacase possui um
cobre Tipo 1, um cobre Tipo 2 e dois cobres Tipo 3 28; 29; 30. A enzima catalisa a
remocdo de um elétron e um préton do substrato formando um radical livre. Durante a
acao da enzima o elétron transferido para a enzima reduz o cobre Tipo 1 depois ocorre
uma transferéncia interna de elétrons para os cobres dos Tipo 2 e 3 e, entdo 0 oxigénio é
reduzido a agua pela sua interagdo com os cobres Tipo 2 e 3, durante esse processo
ocorre a oxidacdo de substratos organicos (especialmente aromaticos) ou inorganicos
(MOROZOVA et al., 2007).

A utilizacdo de mediadores € interessante pelo fato de que muitas vezes o
substrato de interesse ndo pode ser catalisado pela enzima por ndo conseguir adentrar
em seu sitio ativo devido ao tamanho da molécula de substrato, uma vez que moléculas
demasiadamente grandes ndo alcancam o centro ativo enzimatico, ou, ainda, devido a ter

um potencial de reducao elevado (BETTIN, F. et. al. 2014).

Além da dependéncia em relacdo ao potencial da lacase, ha também uma
dependéncia em relacéo a diferenca de potencial entre o substrato e a enzima, visto que
para moléculas com potencial acima de 1,100 mV, ou seja, potenciais superiores ao da
enzima, s6 podem ser utilizadas mediante o emprego de mediadores, formando sistemas
conhecidos como lacase-mediador (CANAS, A. I.; CAMARERO, 2010). Estes mediadores
sdo compostos altamente oxidaveis que atuam como substratos intermediarios para a
enzima, sendo capazes de interagir com moléculas volumosas ou de alto potencial de
reducédo (RIVA 2006).

Sao conhecidos atualmente muitos mediadores, que podem ser tanto naturais

como sintéticos, sendo que ambos atuam da mesma forma na transferéncia de elétrons
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envolvidos nas reacfes de oxidacao e reducao. Este grande nimero de mediadores gera
uma ampla variedade de possiveis aplicacdes para a transformacdo oxidativa de
substratos, como deslignificacdo e branqueamento de fibras de papel e descoloragcéo de
corantes sintéticos (SOARES, 2000).

Com isso tem-se que as lacases realizam trés tipos de reacfes: a oxidacdo direta
de derivados fendlicos simples, a oxidagdo de substratos fendlicos e ndo fendlicos em
presenca de mediadores e o acoplamento de radicais reativos formados pela enzima,
sendo importante destacar que estas reacfes podem ser utilizadas para a degradacédo ou
para a sintese de compostos (POLAK, J.; JAROSZ-WILKOLAZKA, 2012).

Os fungos da podriddo branca séo considerados os organismos mais importantes
na decomposicado da lignina (PINKOSKI 1997). Isto acontece, pois estes apresentam
conjuntos de enzimas com acgao inespecifica em seus organismos, como a lacase, 0s
guais podem decompor diversos compostos persistentes de estrutura complexa,
semelhante a da lignina (SOUZA ROSADO 2009). Os tratamentos realizados com estes
microrganismos possuem vantagens, como seletividade e eficiéncia, em relagdo aos
tratamentos convencionais e cada vez mais se tem estudado formas de tratamentos

utilizando enzimas fangicas (FARIA 2010).

2.10. Pleurotus

Os fungos sao conhecidos popularmente como mofos, bolores e cogumelos. Os
Fungos do género Pleurotus podem ser cultivados em meio solido ou liquido. O cultivo em
meio soélido consiste no preparo da matriz (spawn), caracterizada pelo crescimento
micelial por meio de divisdo celular, que tem um tempo de duracdo de 20 a 30 dias.
Também é necessario o preparo do substrato, que inclui os processos de pasteurizacao e
semeadura. Eles crescem em uma ampla variedade de residuos agroindustriais, tais
como serragem de madeira (KUNIEDA DE ALONSO et al., 2007), papel (VILLELA et
al.,2006), acai, (GOLVEIA, 2016), pequi, (DE LIMA et al., 2010; GOLVEIA, 2016) palhas
de cereais, milho, de cana de acucar (MORIYA, 2007), residuo de café, folhas de
bananeira (RAMPINELLI et al., 2016), residuo de agave, polpa de soja, sem a
necessidade de uma fermentagdo prévia do substrato, sendo considerado um fungo
degradador primario (BETTIN, 2014).
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As células fungicas agrupam-se em filamentos, podendo ou ndo apresentar septos
entre elas, porém, mesmo quando presentes as funcbes metabodlicas ocorrem sem
impedimentos entre as células. Esses filamentos celulares sdo denominados hifas e o
agrupamento intenso de hifas constituem o micélio. E importante salientar que micélios
fungicos nunca constituem tecidos. O crescimento das hifas é apical, porém, existem
algumas regides com extrema capacidade de crescimento, principalmente aquelas

relacionadas as fungdes reprodutivas.

Um diminuto fragmento de hifa pode originar um novo individuo. As hifas interagem
entre si mesmo quando originadas de micélios ou esporos diferentes e com isso,
aumentam a superficie e relagcdes que estabelecem com o ambiente. As células dos
fungos ndo possuem plastidios e nem centriolo. As mitocondrias sdo constituidas por
cristas planas. Também estdo presentes a estrutura de Golgi e 0S peroxissomos.
Possuem parede celular constituida principalmente por quitina e B-glucanos. A membrana
celular é constituida por ergosterol, um esterol caracteristico de fungos, também presente
em algumas microalgas. Flagelos podem estar presentes somente nas estruturas de

reproducdo em alguns grupos.

Apoés a colonizacdo do substrato pelo micélio e em funcdo da presenca de luz,
maior aeracao e as vezes choque térmico, ocorre a indugdo dos primordios frutiferos, que
sdo pequenas saliéncias de cerca de um milimetro, que em 3 a 4 dias geram 0S corpos
frutiferos que podem ser colhidos. O cultivo sélido vem sendo utilizado para a producao
de corpos frutiferos para fins alimentares, para a extracao de substancias terapéuticas e
para a bioconversdo de residuos lignocelulésicos de um modo geral. Os residuos
lignocelulésicos séo fontes de compostos como a celulose, hemicelulose e lignina, e vém

sendo utilizados como substratos no cultivo de basidiomicetos.

A regido nordeste do estado de Santa Catarina produz grande quantidade de
residuos lignocelulésicos durante o cultivo e o processamento da banana, gerando grande
guantidade de folhas de bananeira e de cascas de banana. O reaproveitamento destes
residuos como substrato no cultivo de Pleurotus contribui para o desenvolvimento de
processos sustentaveis, permitindo agregar valor aos residuos, além de removerem do
ambiente material potencialmente poluente. A utilizacdo desses residuos ainda diminui 0s
custos de producdo de enzimas, considerado um dos principais obstaculos para sua
producdo em escala industrial (MENEZES e BARRETO, 2015).
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Em comparacdo com o cultivo liquido, o cultivo em estado solido apresenta
dificuldades relacionadas, principalmente, ao controle do processo (temperatura,
transferéncia de oxigénio), tempo relativamente longo para producdo e contaminagcdes
frequentes pela manipulacdo do substrato. O cultivo em meio liquido € uma alternativa
para evitar esses problemas quando pretende-se produzir compostos sintetizados por
estes fungos, como enzimas, polissacarideos, entre outros, pois permite maior controle
das condi¢cées de cultivo, menor esforco e espago para o cultivo, menor risco de
contaminacao, bem como producéo de grandes quantidades de micélio num curto periodo
de tempo, obtendo-se produtos de qualidade uniforme (MARQUEZROCHA et al., 1999;
ROSADO et al., 2002; CUIl e CHISTI, 2003; BETTIN et al., 2011; TINOCO-VALENCIA et
al., 2014).

O processo de cultivo em meio liquido pode ser conduzido de forma descontinua,
semi-continua e continua. Na maioria dos processos fermentativos industriais, 0 processo
descontinuo € o mais utilizado. Este processo € constituido de duas etapas principais, o
preparo do indculo e a fermentagdo. A primeira etapa tem por finalidade preparar o micro-
organismo em condicdes apropriadas, de modo a garantir o desenvolvimento adequado
da segunda etapa, a fermentacdo (BORZANI et al., 2001). O cultivo submerso de fungos
filamentosos tem sido empregado industrialmente para a producdo de uma grande
variedade de metabdlitos de importancia econdmica e social tais como os antibiéticos,
enzimas, micotoxinas, vitaminas, polissacarideos com atividade terapéutica, entre outros
(CAVAZONI; ADAMI, 1992).

E comercializado para diferentes fins, para a industria farmacéutica, o
desenvolvimento de antibidticos, destacando-se a penicilina sintetizada a partir de
metabdlitos do fungo Penicillium chrysogenum o uso da ac¢édo fermentativa de fungos na
sintese de alcool etilico e diéxido de carbono, os quais sdo imprescindiveis na producao
de bebidas como vinho e cerveja, alimentos como p&es e massas em geral, propiciar
sabor e aroma distintos em diferentes tipos de queijos. Processos biotecnolégicos como a
fermentacdo de soja, arroz, trigo e outros cereais, como alimento proteico. Cogumelos
comestiveis, como € o caso do P. ostreatus (Figura 3) comumente conhecido como
shimeji que secreta enzimas especializadas que degradam materiais ricos em lignina e
celulose capaz de transformar esses compostos em uma fonte de nutricdo para o seu

desenvolvimento.
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Figura 3. Estrutura do Pleurotus ostreatus.

Fonte: henosismushrooms.com. acessado em 18/01/2020.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Biorremediar e adsorver os poluentes aquaticos bisfenol A, icaridina e corante

vermelho utilizando residuos de biomassa vegetal.

3.2. Objetivo Especifico

e Determinar o potencial indutor dos residuos de acai, mexerica, abacaxi e pequi
para a producéo de lacases pelo fungo Pleurotus ostreatus;

e Selecionar o extrato enziméatico com melhore atividade enzimatica e aplica-lo na
biorremediacao de bisfenol A e icaridina, avaliando as remocdes por cromatografia
de alta eficiéncia;

e I|dentificar, por espectrometria de massas, 0s possiveis produtos gerados no
processo de biorremediacdo do BPA;

e Avaliar o potencial do residuo de acai como material adsorvente de bisfenol A,
icaridina e corante vermelho Drimaren CL-5B em amostra de agua sintética e na

industrial coletada;
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Enzimologia e Materiais
Bioativos (LENZIBIO) da Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade Federal de Goias
(UFG).

Os equipamentos utilizados foram: estufa (TE-391, Tecnal), Incubadora
Refrigerada com agitacdo (Te-421 Tecnal.), Balanca (Celtac FA-210 4N), Autoclave
vertical linha av Phoenix AV-30, Peltier SPG 1A-Air cooled single wl peltier (Thermo
Scientific), Espectrofotbmetro Genesys 105 Uv-vis (Thermo Scientific), Bomba a Vacuo
(Tecnal Te-0581), Capela de fluxo continuo, BOD-Biochemical Oxygen Demand-TE-391
(Tecnal).

Os materiais utilizados para a producdo e crescimento fungico foram: Meio de
cultivo sélido Batata Dextrose Agar (Potato Dextrose Agar), Meio de cultivo liquido Caldo
de Batata Dextrose (Potato Dextrose Broth), 2,5-xilidina (2,5-dimetilanilina 99%, Sigma
Aldrich) e os residuos agroindustriais.

4.1. Preparo de solucao estoque

A solucao estoque para uso nos ensaios microbiolégicos com o BPA, foi feita com
o da marca Sigma Aldrich® Lote MKBX9458V referéncia 239658-50G. A solucdo foi
preparada inicialmente em uma concentragdo de 100 mgL*, na qual foram preparadas
com a adicdo de 0,1 g de BPA em 100 mL de acetonitrila sobre agitacdo para uma
diluicdo inicial e completada com 900 mL de agua destilada autoclavada e armazenada

em frasco ambar estéril em temperatura ambiente, constituindo a solugdo mae.

A solugédo para os ensaios com a icaridina adquirida da marca Sigma Aldrich® Lote
JVED8346A referéncia 867432-12L, foi preparada inicialmente na concentracédo de 50
mgL em 500 mL Agua destilada autoclavada e armazenada em frasco ambar estéril em

temperatura ambiente, constituindo a solugdo mée da icaridina.

As concentragdes posteriores foram diluidas a partir das solugées maes.
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Para a leitura da atividade enzimatica foi utilizada a siringaldazina 1 mmol/L da
marca Sigma Aldrich® Lote S44162-279 Referéncia 177539-1G em Aalcool absoluto e

foram armazenadas em frascos a&mbar na geladeira a 4 °C no escuro.

As solucdes de BPA e icaridina foram submetidas ao teste de recuperacdo do
analito pela analise cromatografica da modalidade Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia — CLAE com o objetivo de verificar as concentragdes dos mesmos, bem como
esclarecer sobre seu processo de degradacdo e sobre os procedimentos analiticos que
envolveram os ensaios. As solucdes estoque e a solu¢cdo com a concentracdo do ensaio

foram também testadas em conjunto.

4.2. Corante téxtil

Para a analise de adsorcdo de corantes, foi utilizado o corante Drimaren vermelho
CL-5B, comumente utilizado para a pigmentacdo de roupas. A amostra foi coleada em
uma empresa de vestuario, localizada em Goiania-GO, com coordenadas 16°40'37.7"S
49°13'41.9"W, na qual é feita a confeccdo, tingimento e lavagem de pecas jeans. Foi
cedido a agua residual pés-lavagem de jeans tingidos com o corante Drimaren vermelho
CL-5B, a &gua pré-lavagem pra constituir o branco da amostra, assim como o corante
puro. Foram utilizados recipientes estéreis para a coleta do conteudo da lavagem,
denominado aqui como amostra industrial (Al) e do corante que foi posteriormente diluido
em agua destilada a uma concentracdo de 50 mgL! denominada como amostra sintética
(AS).

4.3. Biomassa Vegetal

A Biomassa vegetal de escolha para a inducédo natural foram os residuos de acai
(Euterpe oleracea), abacaxi (Ananas comosus), tangerina/mexerica (Citrus deliciosa) e

Pequi (Caryocar brasiliense).

a) Acai - O material foi obtido a partir da doacdo de pequenos produtores de
polpa de suco, em Belém, Para.
b) Abacaxi - O material foi adquirido em feira livre na regido de Goiania-GO.
c) Mexerica - O material foi obtido em feira livre na regiao de Goiania-GO.
d) Pequi - O material foi obtido em feira livre na regido de Goiania-GO.
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As biomassas foram dispostas em prateleiras de uma estufa de ar forcado,
disponivel no Laboratério de Produtos Naturais da Faculdade de Farmacia-UFG, em que
foram forradas com papel kraft conforme a Figura 4, e colocadas a temperatura de 30 °C
por 72 h, com o objetivo de retirar toda a umidade presente em sua composi¢cdo. Com as
fiboras secas, foram trituradas com o uso de um liquidificador industrial (Figura 5). A
granulometria foi padronizada para 60 mesh por meio de tamis. O residuo seco e triturado
(Figura 6,7,8 e 9) foi armazenado em dessecador com silica & temperatura ambiente para

evitar umidade.

Figura 4. Secagem das Biomassas em Figura 5. Moagem em triturador industrial *
estufa & 30°C *

Figura 7. Residuo de Mexerica*

Figura 8. Residuo de Abacaxi * Figura 9. Residuo de Pequi *

* As imagens fazem parte do acervo pessoal do pesquisador.
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4.4. Origem e manutencé&o do fungo

O fungo utilizado no estudo € o do filo Basidiomycota causador de decomposi¢cédo
branca do género P. ostreatus CCIBT - 2347, mantido na colecéo de cultura existente no

Laboratério de Enzimologia da Faculdade de Farmacia — Lenzibio - UFG.

A linhagem de P. ostreatus foi obtida junto a Fundacdo André Tosello em
Campinas-SP. O fungo foi mantido em meio BDA (Batata Dextrose Agar), no escuro, a 28
°C, armazenados a 4 °C e repicados mensalmente para a manutencao das culturas.

O meio de cultura utilizado para repique do fungo foi o BDA (Batata Dextrose Agar).
Foram utilizados 5,0 g de dextrose, 3,750 g de &agar, 50 mL do caldo batata e agua
destilada quantidade suficiente para 250 mL. O caldo da batata foi obtido a partir do
cozimento de 1 kg de batata em 1 litro de agua mineral (N&o foi filtrado e utilizado todo o
conteudo). Procedeu-se a autoclavagem do meio a 1 atm 120 °C por 20 min e em seguida
distribuido cerca de 20 mL nas placas de Petri (10 cm de diametro). Depois da
solidificagéo do meio, foi adicionado 5 mm de diametro do fungo. A placa com o fungo foi
incubada e em estufa DBO a 28 °C em torno de 8° dias até a completa colonizacdo do

meio (Figuras 10 e 11).

Figura 10. Fungo P.ostreatus. Visdo ~ Figura 11. Fungo P. ostreatus. Visao
em planta no 8° dia de crescimento. lateralizada no 8° dia de crescimento. (acervo

(acervo pessoal) pessoal)

4.5. Producéao da lacase

Com o objetivo de induzir a producdo de lacase pelo fungo Pleurotus ostreatus, o
mesmo foi cultivado na presenca de 1% do residuo vegetal, assim como em outros

trabalhos realizados por Golveia (2016) e Brissac et al. (2018).
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Para a producdo, quantidades iguais de cada residuo vegetal (1 % p/v) foram
acrescentadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 120 mL do meio de cultura CBD
(Caldo de Batata Dextrose 0,5 %). Procedeu-se a autoclavagem a 1 atm, 120 °C, por 20
minutos. Foram inoculados 10 discos de 6 mm, retirados do fungo crescido em meio

solido, sendo mantidos incubados a temperatura de 28 °C (Figura 12).

Foram feitos controles negativos (microrganismo crescido na auséncia da
biomassa residual e meios sem a presenga do microrganismo) e controles positivos
(microrganismo crescido na presenca de indutor sintético). Para os controles positivos,
seguiu-se a metodologia de Garcia (2006), no qual o fungo foi crescido em meio de
cultura acrescido com 0,0005% de CuSO4.5H20 (sulfato de cobre) e 0,4 mmolL! de 2,5-
xilidina (conhecidos indutores de lacase).

RS OB D R D

Figura 12. Meios de cultivo enriquecido com os residuos (acervo pessoal do pesquisador).

Com a hipétese de que o residuo ja possuisse fonte de carboidrato suficiente para
a producao enzimatica em sua prépria composicao, outro grupo foi desenvolvido com o
meio de cultura sem a presenca de dextrose.

Todos os grupos foram realizados em triplicata com os erlenmeyers mantidos sob
agitacdo de 150 rpm, até que fosse observado o pico da producdo enzimatica ou sua
gueda.
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4.6. Determinacgao da atividade enziméatica

Uma Unidade Internacional (Ul) de atividade enzimética considera a definicdo
tradicional de um pmol de produto produzido por minuto de reacdo. Para a determinacao
das atividades enzimaticas utilizou-se um espectrofotometro. A atividade da lacase foi
determinada a cada 24 horas. Utilizou-se a siringaldazina como substrato. A metodologia
utilizada para determinagdo da enzima lacase foi a descrita por Szklarz et al. (1989 -

modificado).

Foram utilizados 10 pyL de extrato bruto, 890 uL de tampé&o acetato de sddio 50
molLt (pH 5,0) e 100 pL de siringaldazina. A reagdo iniciou-se pela adicdo da
siringaldazina e foi acompanhada a cada minuto por 5 minutos a 525 nm em

espectrofotdbmetro a temperatura ambiente como mostra o quadro 2.

O branco constitui-se de 10 yL do extrato bruto e 990 pyL do tampao acetato de
so6dio 50 molL? pH 5,0, sem adicdo de siringaldazina. A atividade enzimatica foi

determinada em triplicata.

Quadro 2. Solucdo para analise de atividade da Lacase

SOLUCAO VOLUME (uL)
Tampéao fosfato 50 mmL™? 890
Solucéo siringaldazina 100
Caldo enzimatico 10

Para determinacdo do calculo de atividade enzimatica foi utilizada a equacao
representada logo abaixo descrita por Leonowicz e Grzywnowicz (1981) com

modificacdes:

U =105x

exXRxt
Na qual:
Abs = Absorbancia no comprimento de onda especifico (nm);
¢ = Coeficiente de extingdo molar para cada substrato (Lmol-*cm);

R = Quantidade de extrato bruto (mL);
t = Tempo de reagéo (min).
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Sendo o Coeficiente de extingdo molar em 525 nm = 65000 molL*cm™*. Uma
unidade U é definida como a quantidade de enzima necesséria para oxidar 1 umolL de
substrato por minuto.

O resultado é expresso em UmL™.

4.7. Zimograma

Para realizar a analise da atividade enzimatica da lacase em gel se utilizou o gel de
poliacrilamida 12 %. No preparo das amostras antes da adigdo nos pogos um volume de
900 pL da amostra enzimética foi precipitada na presenca de 100 puL de TCA 100 % em
seguida foi homogeneizada e incubada em banho de gelo e agua por 1 hora. ApGs a
amostra foi submetida a centrifugacdo a 10.000 g a 4 °C por 15 min. O sedimento
resultante da centrifugacao foi lavado duas vezes com 500 pL de acetona gelada, sendo
repetida a centrifugacdo nas mesmas condigbes citadas anteriormente. O sedimento
resultante foi ressuspendido em 15 pL de tampdo de amostra (200 mM de Tris-HCI, pH
6,8; 4,0 % de SDS; 0,1 % de azul de bromofenol; 20 % de glicerol e 4,0% de [3-
mercaptoetanol) e adicionado aos pocos do gel logo em seguida. A corrida foi realizada
num sistema de eletroforese, sendo conduzida a temperatura ambiente com voltagem
inicial de 90 V durante a corrida no gel concentrador e de 120 V até o final do

procedimento.

Apoés o término da corrida procedeu-se a renaturacdo da enzima incubando-se o
gel em tampéo acetato 50 mmolL! nos pHs 4, 5 e 6, por 45 minutos (15 minutos em cada
pH). O gel foi entdo corado com solugdo de ABTS 0,5 mmolL* em tampéo acetato 50 mM
pH 5 por 5 minutos (GONCALVES e STEINER, 1996, modificado).

O controle positivo foi representado por uma enzima que possuia atividade
enzimatica, tendo sua atividade quantificada com siringaldazina no mesmo dia da

realizagao do experimento.

4.8. Caracterizagcédo da Biomassa residual

Com objetivo de avaliar a presenca de metais e outros elementos-trago, 0s
residuos vegetais que levaram a producéo de elevados niveis de lacase foram estudados
com base na literatura ou analisados no laboratorio da unidade Aparecida de Goiania de

FURNAS (Divisdo de Tecnologia de Engenharia Civil), utilizando o Espectrébmetro de
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Fluorescéncia de Raios-X, Marca Thermo, modelo ARL Perform’x, seguindo metodologia
dos parametros fundamentais quantitativos, definido pelo fabricante Thermo, para a

guantificacédo do teor dos elementos em amostras gerais.

4.9. Dosagem de proteinas totais e acucares redutores

Os teores de proteinas nas amostras foram determinados a cada 24 horas, de
acordo com o método colorimétrico descrito por Bradford (1976) Amostras de 100 uL
foram misturadas a 1 mL da solucdo de Bradford. Apos 15 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em espectrofotbmetro, a 595 nm. Os ensaios

foram feitos em triplicata.

A quantidade de acucares redutores do meio liquido foi determinada a cada 24
horas, com o reagente DNS (acido dinitrossalicilico) utilizando o método colorimétrico
descrito por Miller (1959). A mistura reacional foi 50 yL de amostra e 1 mL do reagente
DNS. A mistura foi fervida por 5 minutos e posteriormente adicionados 4 mL de agua

destilada. A absorbancia foi lida a 545 nm.

4.10. Ensaio com Catalase

Seguiu-se a metodologia desenvolvida por Mayer e Staples (2002). Foram
adicionados 5 yL extrato bruto enzimatico com 50 yL de catalase (5U) por 30 minutos, na
presenga de 845 pL de tampao. A atividade enzimatica residual foi determinada, tendo

como substrato a siringaldazina. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.11. Biorremediag&o do BPA e Icaridina

A biorremediacéo foi realizada adicionando um volume referente a 500 U de
atividade enziméatica do extrato bruto induzido com um dos residuos separadamente a
frascos erlenmeyer de 150 mL, contendo 5 mL de tamp&o acetato 50 mmolL* pH 5,0 e 5
mL de solucéo de icaridina (Sigma Chemical Company) 10 mgL (concentracéo final de 5
mgL™') ou 5 mL de solucdo de BPA (Sigma Chemical Company) 2 mgL? (concentracéo
final de 1 mgL™?). Os frascos foram colocados sob agitacdo de 150 rpm a 28 °C. Ao fim de

cada tempo foram adicionados 100 pL de solugdo de NaOH 1 molL* para paralisar a
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reacdo. Foram feitos controles contendo somente a enzima e o tampao, para analisar se 0
caldo enzimatico ndo teria nenhum interferente na leitura dos resultados, outro com a
enzima inativada (caldo enzimatico foi fervido) para garantir que qualquer biorremediacao
gue pudesse ocorrer, seria devido as lacases e nao outro composto do caldo e por altimo
um sem a adicdo da enzima para garantir que o resto dos compostos da solucéo fora o

caldo enzimatico ndo estaria gerando alguma degradacao (Quadro 3).

Todos os grupos foram realizados em triplicata e amostras foram analisadas no
tempo 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 e 48 horas (T2, T4, T6, T8, T10, T12, T24, T36 e T48).

Quadro 3. Composicdo das solucdes para a biorremediacdo de BPA e Icaridina

Biorremediacao
Solugdes .- Controle (-) Controle (-)
BPA Icaridina Enzima Inativa| S/Enzima

Tampéo
Acetato 5mL 5mL 5mL 5mL
(50 mmolL1)
(szrf]\gL'l) 5mL X 5mL 5SmL
'(‘i%”r?]'gf_l) X 5 mL 5 mL 5 mL
Extrato 500 U
Enzimatico 500U 500U (inativado) X

U, unidade de atividade enzimatica por mL, S/, sem.

4.12. Teste de Adsorcgéo

O teste de adsorcao foi realizado para o BPA, icaridina e as amostras com o0

corante.

Foi utilizado 5 % (p/v) do residuo de acai 60 mesh em 10 mL da solucédo contendo
icaridina 5 mgL*ou BPA 1 mgL?ou a Al ou a AS em erlenmeyers de 120 mL, submetidos
a agitacdo de 150 rpm em 28 °C.

Todos os grupos foram realizados em triplicata e amostras foram analisadas no
tempo 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos (T2, T5, T10, T20, T30, T40, T50, T60 e
T70). O controle negativo consistiu em residuo com agua destilada.
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4.13. Metodologia analitica para a determinacdo do corante Drimaren Vermelho CL-
5B

As analises quantitativas de adsorcéo dos corantes foram realizadas através da
espectrofotometria UV-Visivel (Genesys 105 Uv-vis, Thermo Scientific). Foi realizado uma
varredura do espectro UV-visivel com o comprimento de onda entre 350-700 nm para

validar a metodologia e analisar qual o melhor comprimento para a analise das amostras.

4.14. Metodologia analitica para a determinacao do BPA e icaridina

4.14.1. Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia

As analises quantitativas de degradacdo ou adsor¢cdo do composto foram
realizadas no Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-Farmacoldgicas - NEPET da UFG,
tendo como base a metodologia validada por Chen et al. (2010) para a icaridina e a
validade por Tanaka et al. (2000) para o BPA. Utilizou-se Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - CLAE / HPLC (LC-20A; Shimadzu; Série Prominence, Quioto, Japdo), com
detector Photodiode Array Detector (PDA) SPD-M20A, nas condicbes expressas no

Quadro 4 para icaridina e as do Quadro 5 para BPA.

Quadro 4. Condic¢des cromatograficas para a detecgéo de icaridina por HPLC

Dados

Coluna: Shimadzu C18 (100 mm x 4,6 mm d.i., 5 um)

Fase mével: Metanol: Acido férmico 0,2 %: Acetonitrila (55:35:10, v/v)

Fluxo: 1,0 mLmin?

Temperatura: 35 °C

Volume de injecdo: 50 L

Comprimento de onda: 210 nm
Fonte: Chen et al. (2010) adaptado
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Quadro 5. Condi¢des cromatogréficas para a detec¢éo de BPA por HPLC

Dados

Coluna: Shimadzu C18 (100 mm x 4,6 mm d.i., 5 um)

Fase movel: Acido formico 0,2%: Acetonitrila (50:50, v/v)

Fluxo:1,0 mLmin?

Temperatura: 35 °C

Volume de injecdo: 50 pL

Comprimento de onda: 278 nm
Fonte: Tanaka et al. (2000) adaptado

Antes da injecdo das amostras no cromatégrafo, todas em triplicata, realizou-se a
centrifugacdo das mesmas. Através do software do cromatdgrafo, as areas dos picos
foram calculadas e determinou-se assim a concentracdo do BPA e da icaridina nas

amostras com base na curva padrao anteriormente estabelecida.

4.14.2. Cromatografia liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas em tandem

Utilizou-se para a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UHPLC MS/MS), os equipamentos Cromatégrafo Liquido
Ultimate 3000, Thermo Scientific, com coluna Agilent - C18 (4,6 x 100 mm; 3 pm),
acoplado ao espectrometro de Massas de Alta Resolucdo Q-Exactive, Thermo Scientific,
com fonte H-ESI, operando no modo positivo, utilizando voltagem do spray 3,5 kV, gas de
bainha 15, gas auxiliar 10, temperatura do capilar 350 °C, temperatura de gas auxiliar 300
°C, tube lens 50 e faixa de massas m/z 90-300; no modo negativo , utilizando voltagem do
spray 3,0 kV, gas de bainha 30, gas auxiliar 15, temperatura do capilar 300 °C,

temperatura de gas auxiliar 300 °C, tube lens 50 e faixa de massas m/z 90-300.

A analise por CLAE foi realizada com agua deionizada (Fase movel A) e acetonitrila
(Fase movel B) no modo negativo. No modo positivo as andlises foram realizadas com
agua deionizada acidificada com 0,1 % de acido férmico (Fase movel A, v/v) e acetonitrila
acidificada com 0,1 % &cido férmico (Fase moével B — v/v). A programacdo isocratica foi
realizada com fase movel nas proporc¢des de 35 % fase mével A e 65 % de fase movel B
durante 20 minutos com fluxo de 0,4 mL/min, volume injecdo 10 uL e temperatura da
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coluna 20 °C. A programacéao gradiente realizada iniciou com 90:10 (A:B %), 100 (B %)
em 10 minutos, permanecendo por 5 minutos. O tempo de corrida foi 15 minutos com
fluxo de 0,4 mL/min, volume injecdo 10 uL e temperatura da coluna 20 °C.

4.15. Andlise Estatisticas

Os resultados foram avaliados empregando-se o software GraphPad Prism 6 e

Origin 2018. Realizou-se analises de variancias (ANOVA) e teste de Tukey.

60



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo da lacase e atividade enzimatica

O fungo apresentou inibicdo de crescimento no caldo enriquecido com o pequi,
devido a isso, ndo se tem dados com esse residuo. A mexerica ndo apresentou um bom
desempenho como indutor da lacase 300 UmL™, porem (ANOVA e Tukey, p<0,05) todos
0s outros grupos com a presenca do residuo, abacaxi 600 UmL™? e acai 900 UmL?,
tiveram uma producdo maior que a do controle negativo 150 UmLt e melhor ou igual ao
controle positivo 750 UmLt. O comparativo entre as atividades maximas atingidas com

cada residuo e os controles pode ser observado na Figura 13.

Além do mais, os grupos sem a presenca de glicose tiveram produ¢cdo enzimatica
semelhante ou maior, havendo inibicdo por substrato (represséo catabodlica) ao adicionar
mais acgucares no meio (GALHAUP et al., 2002), logo, excluindo a necessidade do uso da
mesma, aumentado o valor agregado da metodologia. Isso pode ser melhor visualizado
na Figura 14, onde o perfil da atividade da lacase é comparando ao controle negativo a
cada 24 horas. Os valores da atividade enzimatica atingiram aproximadamente 1031
UmL?, no 6° dia e 1139 UmL™, no 10° dia nos meios sem a adicdo de aclcares quando

se utilizou o residuo de abacaxi e acgai respectivamente.

De acordo com Elisashvili e Kachlishvili (2009) o rendimento enzimatico é
dependente da espécie e cepa do fungo selecionado, da fonte de carbono e o substrato
lignocelulésico. Assim como no presente trabalho, hd na literatura o uso de uma
variedade de residuos como substrato para a producdo de lacase, que se mostraram
eficazes na inducdo da enzima, tais como palha de trigo (GUPTA; JANA, 2019), residuo
de cupuacu (GOLVEIA et al.,, 2018), cascas de arroz e de sementes de girassol
(POSTEMSKY et al., 2017), residuos de damasco e roma (AKPINAR; UREK, 2014), de
maca e laranja (ROSALES; COUTO; SANROMAN, 2002) entre muitos outros.

Os residuos agricolas vém sendo usado como indutores da lacase por poder atuar
como suporte para 0os microrganismos produtores da enzima ao mesmo tempo que Sao
excelentes substratos podendo conter nutrientes e indutores em sua composi¢cdo (WANG
et al., 2019; Elisashvili; Kachlishvili, 2009).
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Fungos de podriddo branca tém muito bem estabelecido como um de seus
mecanismos a rapida degradacdo de um dos principais componentes dos residuos
agroindustriais, a lignocelulose, a partir da secrecéo de enzimas extracelulares, como as
peroxidases e lacases (BALDRIAN et al., 2005). Diversos estudos demonstram que a
lignina e a celulose estimulam a producdo da lacase (WANG et al., 2019). Além da
lignocelulose, alguns residuos podem conter em sua composi¢ao outras substancias que
podem contribuir com a producdo enzimética, como, agUcares, proteina bruta e ions
metalicos (WANG et al., 2019; OSMA; HERREIRA; COUTO, 2006), o que explica os

valores encontrados nos caldos complementados com os residuos.

Alguns residuos lignocelulésicos podem também conter algumas substancias
indutivas naturais, além da lignina, que podem favorecer ainda mais a producédo
enzimatica, como os flavonoides que fazem parte da composicdo do acai e do abacaxi
(WANG et al., 2019; CEDRIM et al., 2018; SILVA et al., 2013).
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Figura 13. Atividade maxima da lacase atingida em diferentes tipos de biomassa vegetal. Abx, residuo de
abacaxi; AbxS, residuo de abacaxi sem dextrose; Aca, residuo de acai; AcaS, residuo de acai sem
dextrose; Mex, residuo de mexerica/tangerina; CP, controle positivo; CN controle negativo.
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Figura 14. Perfil da atividade enzimatica de lacase. A) Atividade enzimatica ao longo de 8 dias de cultivo
com o meio enriquecido com residuo de abacaxi. B) Atividade enzimatica ao longo de 10 dias de cultivo
com o meio enriquecido com residuo de agai. ¢/, com; s/, sem.

Logo, os resultados mostram que € viavel a producédo de lacase sem a adicdo de
indutores sintéticos, mesmo em meio de cultura pobre em nutrientes. Além disso € uma

alternativa ecologica e de baixo custo adicionar residuos lignoceluldsicos.

Todos os procedimentos posteriores foram realizados somente com o0s caldos
enzimaticos de acai e abacaxi sem a adi¢cdo do acucar, pois se mostraram mais eficazes

na inducdo de grandes quantidades de lacase.

5.2. Ensaio de proteinas totais e acuUcares redutores

Quando olhamos para os resultados obtidos com o ensaio de proteinas totais
(Figura 15A e Figura 16A), observamos que em todos 0s casos ja haviam concentracfes
consideraveis de proteinas no inicio do teste. Isso pode ser explicado devido aos residuos

apresentarem teor de proteinas em sua constituicdo como demonstra os dados obtidos.

Pode se observar no quadro 6 que o residuo de acai tem 6,9 g/kg de nitrogénio.
Lima et al. (2017) observaram 0,84 g100g™' de proteina bruta na casca de abacaxi,
Santos (2016) também observou um teor de nitrogénio em bagaco de cana e Satiro
(2012) em casca de coco verde. Logo, a existéncia de proteinas na composi¢cdo do
residuo vegetal impossibilitou o calculo real de proteinas totais tendo em vista que 0s

valores das proteinas foram superestimados.
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Também pode-se observar a queda da porcentagem dos agucares na analise com
o residuo de abacaxi com o passar do tempo (Figura 15B). E geralmente relatado que a
producdo de lacase é regulada pela disponibilidade de nutrientes, sendo mais expressada
na falta deles, como a da glicose, observando normalmente uma maior atividade quando
0s niveis de acUcares chegam proximo de zero, como observado no caso em questdo, em
gue no 6° dia, quando se inicia a queda dos aguUcares, se tem 0 pico de atividade
enzimética (GALHAUP et al., 2002).

Porém o mesmo nédo pode ser observado com o residuo de acai (Figura 16B), no
gual a porcentagem de aclUcares se manteve estavel ou aumentou. Foi relatado por
Giacobbe et al. (2018) que uso da lacase na degradacdo de lignina de alguns residuos

agroalimentares tornaram disponiveis um alto teor de acucar.

Neves et al. (2015) encontraram valores de 1,72 mg 100 g'e Santos et al. (2008)
encontraram valores entre 0,50 e 26,65 mg100 g de glicose na polpa de acali, levando a
hip6tese de que o residuo possui em sua composicdo alta carga de acucares, presente
em macromoléculas, que vao se tornando disponiveis gradualmente ao meio conforme
ocorre a degradacédo do material pelo fungo, a lacase e outras enzimas, como pectinases
(RASHAD et al., 2009) e celulases (KHALIL et al., 2011).

Mesmo ndo havendo a queda dos acUcares, os valores se mantiveram em baixas
porcentagens, principalmente na amostra do acai sem dextrose. Em um experimento
onde houve a producdo de lacase em um biorreator de batelada alimentada (fed-batch),
Galhaup et al. (2002) observaram que, quando em concentracdes baixas e nao
repressoras, a glicose pode ser mantida no meio por prazos mais longos, aumentando em
até 2 vezes a producdo da enzima, o que nos leva a deduzir que as porcentagens de
acucares mantidas nas amostras enriquecidas com o0 acai se encontravam nessa faixa
nao repressora e de certa forma mimetizaram essas condicdes de um processo
descontinuo alimentado devido a possivel disponibilidade gradual dos acUcares presentes

no residuo de acai ao meio, tendo em vista a alta atividade enzimatica obtida.
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A) proteinas totais do sobrenadante enriquecido com abacaxi, com e sem dextrose ao longo de 10 dias de
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Figura 16. Representacéo gréafica da analise de proteinas totais e aglcares redutores do meio com acai. A)
proteinas totais do sobrenadante enriquecido com acai, com e sem dextrose ao longo de 10 dias de cultivo.

B) porcentagem de agucares redutores do sobrenadante enriquecido com acai, com e sem dextrose ao
longo de 10 dias de cultivo. c/, com; s/, sem.

5.3. Zimograma

O zimograma nos permite estimar, em gel, a cinética da producdo enzimatica em

confirmacgéo da atividade anteriormente visualizada (Figura 14) assim, como permite
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analisar a existéncia de isoformas da enzima através da formacao de diferentes bandas e

a intensidade de suas coloragoes.

Nos géis é possivel observar o mesmo padrao cinético da Figura 14, no qual o
caldo enziméatico enriquecido com abacaxi, quando com dextrose apresentava atividade
desde o 1° dia do experimento (Figura 17A) e sem dextrose comecou a ter valores mais
significativos de atividade no 3° dia (Figura 17B). J& o caldo enziméatico enriquecido com
acai segue o mesmo modelo, onde uma atividade mais expressiva se iniciou em ambos
0S ensaios (com e sem dextrose) a partir do 8° dia, atingindo o pico no 10° dia onde se

tem uma banda mais espessa (Figura 17C e 17D).

Os fungos produtores da lacase, em sua maioria, produzem mais de uma isoforma
da enzima. A expressao de diferentes isoenzimas pode ser regulada dependendo das
condicbes impostas no cultivo, a presenca de indutores e ao estado fisiolégico do
microrganismo (PEZZELLA et al., 2009). Até o momento foram identificados em torno de

12 genes da lacase produzida pelo fungo P. ostreatus (JIAO et al., 2018).

Nos géis ndo foi possivel identificar a formagéo de diferentes bandas, sendo um
indicativo que a producéo nas condi¢des impostas, neste trabalho, induziu a producao de
uma unica forma da enzima, entretanto, vale ressaltar que a enzima submetida ao
experimento ndo foi previamente purificada. Dessa forma, estudos complementares mais
especificos devem ser realizados para confirmacédo deste dado e a identificacdo refinada

da enzima.
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Figura 17. Zimograma dos extratos enzimaticos induzidos com os residuos. A) enzima induzida com
abacaxi e glicose ao longo de 6 dias; B) enzima induzida com abacaxi sem glicose ao longo de 6 dias; C)

enzima induzida com acai e glicose ao longo de 10 dias; D) enzima induzida com acai sem glicose ao longo
de 10 dias. +, controle positivo.

.

5.4. Ensaio de Catalase

Além da lacase, os fungos de podriddo branca podem produzir outras enzimas
extracelulares, como o grupo das peroxidases (lignina peroxidase, manganés peroxidase
e peroxidase versatil). As peroxidades necessitam do perdxido de hidrogénio (H202) para
catalisar a oxidacdo, sendo necesséario como substrato na reacdo enzimética (DATTA et
al., 2017).

A catalase é uma enzima capaz de decompor o H202 rapidamente, catalisando-o
em agua (H20) e oxigénio (O2) (JIA et al.,, 2017). Com o intuito de ndo contabilizar a
atividade de peroxidases, incubou-se 0 extrato enzimatico com a catalase, logo, toda a
atividade posterior identificada com o uso da siringaldazina sera devido a oxidacdo do
substrato pela lacase.

Tanto o caldo enzimético enriquecido com agai, como com abacaxi, nao
apresentou reducdo na atividade enzimatica apds a incubacdo com catalase, logo, pode-
se inferir que o caldo enzimatico adquirido nesse estudo é composto exclusivamente pela
lacase (Figura 18).
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Figura 18. Atividade enzimatica nos extratos brutos enzimaticos induzidos com Acai e Abacaxi, na
presenca e na auséncia de catalase (controle). As barras com diferente numero de asteriscos
correspondem a grupos diferentes estatisticamente no teste de Tukey, com p<0,0001.

5.5. Caracterizacdo da biomassa vegetal

Tendo em vista que o residuo de agai e do abacaxi foram os melhores indutores,
foi feito o estudo aprofundado somente dos mesmos. As informacdes sobre o residuo de
acai foram encontradas em um trabalho anteriormente realizado por um dos integrantes
do laboratério (Quadro 6) e os resultados do residuo de abacaxi podem ser observados
abaixo (Tabela 1).

Ambos o0s residuos apresentam uma diversidade de elementos em sua
composicdo. Elementos minerais (fésforo, enxofre, potassio, célcio, magnésio, ferro e
cloro) e elementos tracos (manganés, cobre, zinco), como os encontrados nos residuos,
contribuem no desenvolvimento fingico e podem atuar como co-fatores enzimaticos
desempenhando um papel na regulacdo de atividades enzimaticas extracelulares
(JENNINGS, 1988). Baldrian et al. (2005), observaram que metais como chumbo, cobre,
zinco e manganés aumentaram a atividade da lacase em P. ostreatus, sendo que o ultimo

também aumentou a taxa de degradacéo do residuo utilizado.

O cobre é essencial na sintese do sitio ativo da enzima lacase. Como pode ser
observado, ha 7,33 mg/kg de cobre no residuo de acai. Bassani et al. (2008) encontraram
7 mg/kg de cobre no bagaco de abacaxi. Fabrini et al. (2016) teve um aumento da
atividade da lacase em 112 % com Pycnoporus sanguineus apos a adicdo de cobre ao
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meio de cultivo, sendo esse um dos indutores da lacase mais bem estabelecidos na

literatura.

Deste modo, o teor desses elementos analisados pode explicar a elevada producao

da enzima, assim como agrega valor aos residuos como potencial indutor enziméatico.

Tabela 1. Porcentagem do teor de elementos-traco no residuo de abacaxi.

Analito Res((t)J/Lt)ado R?;lg}g;j ° Proc-Calc Line Net Int. II‘D;I?
Cl 48,21 482 Quant.-FP ClKa 11,50 0,43
Ca 27,46 275 Quant.-FP CaKa 16,17 0,34
Si 7,80 78 Quant.-FP SiKa 4,54 0,03
S 5,80 58 Quant.-FP Ska 6,04 0,14
P 5,01 50 Quant.-FP Pka 5,35 0,17
Mg 2,41 24 Quant.-FP MgKa 0,31 0,04
Fe 1,57 16 Quant.-FP FeKa 1,39 0,48
Mn 0,87 9 Quant.-FP MnKa 0,54 0,32
Rb 0,67 7 Quant.-FP RbKa 2,56 6,50
Al 0,21 2 Quant.-FP AlKa 0,10 0,01

Cl, cloro; Ca, célcio; Si, silicio; S, enxofre; P, fésforo; Mg, magnésio; Fe, ferro; Mn, manganés; Rb, rubidio;

Al, aluminio; Net int: intensidade do sinal total, BG int: intensidade do sinal de background, Linha: linha
espectral utilizada na andlise.

Quadro 6. Média + Desvio padrdo do teor de elementos-traco e fibras totais no residuo de acai.

Acai
N (g/kg) 6,940,173
P (g/kg) 1,91+0,168
K (g/kg) 4,80+0,693
Ca (g/kg) 1,33+0,058
Mg (g/kg) 0,40+0,00
Cu (mg/kg) 7,33+0,5774
Fe (mg/kg) 66,66+8,5049
Mn (mg/kg) 172,6+£12,055
Zn (mg/kg) 16,0+8,2146
Fibras (%) 25,18

N, nitrogénio; P, fésforo; K, Potassio; Ca, célcio; Mg, magnésio; Cu, cobre; Fe, ferro; Mn, manganés; Zn,

zinco. Fonte: Golveia (2016) adaptado.
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5.6. Biorremediacao daicaridina e do BPA

5.6.1. Leituraem CLAE

Os resultados obtidos com o CLAE, para a icaridina, demonstraram que nenhum
dos testes, tanto no qual foi utilizado a lacase induzida com agai como no com abacaxi,
foram capazes de biorremediar o composto, seguindo o0 mesmo modelo da Tabela 2 para
todas as analises.

N&o houve diferenca estatistica nas 3 repeticdes realizadas do ensaio, todas
obtiveram o mesmo resultado. Ainda ndo ha na literatura a realizacao de biorremediacao
deste composto, sendo esse um dos primeiros trabalhos realizados, levando a hipétese

de que a lacase néo é capaz de biorremediar a icaridina.

Tabela 2. Média dos valores obtidos em CLAE para a biorremediacdo de icaridina com o caldo enzimético
produzido com residuo de abacaxi.

Area (AU) Conc. £DP Remocao

(mgL™) (%)
Co 84797 5,79+1,00 -
T2 70709 4,87+0,31 0
Ta 78207 5,36+0,22 0
Te 84723 5,79+0,38 0
Ts 77147 5,29+0,21 0
T10 76386 5,24+0,10 0
T12 73391 5,04+0,43 0
Toa 78686 5,39+0,50 0
Tae 73714 5,06+0,10 0
Tas 79858 5,47+0,19 0

Co, controle sem adi¢do da enzima; T 2 h de reacéo; T4 h de reacdo; T 6 de reacéo; T8 h de reacdo; T10 h
de reacdo; T 12 h de reacado; T 24 h de reacdo; T 36 h de reacdo; T 48 h de reacdo; DP, desvio padrao.
Valores estatisticamente semelhantes no teste de Tukey com p>0,05.

Ja para os testes realizados com BPA, com o0 extrato enzimatico induzido com o
abacaxi, se obteve uma biorremediacdo de até 100 % entre 10 a 48 horas e em torno de
70 % entre 2 e 4 horas (Tabela 3 e Figura 19).
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Tabela 3. Média dos valores obtidos em CLAE para a biorremediacdo de BPA com o caldo enziméatico
produzido com residuo de abacaxi.

Conc. +DP Remocao

Area (AU) (mg L) (%)

Co 44558 1,07x0,01 _

T2 14850 0,35+0,04 64,872
T4 12686 0,30+0,05 70,002
T6 14289 0,34+0,04 66,202
T8 15154 0,36+0,03 64,152
T10 4778 0,11+0,10 88,700
T12 4383 0,10x0,02 89,60
T48 0 0,00 100,00P

Co, controle sem adi¢do da enzima; T 2 h de reacdo; T4 h de reacdo; T 6 h de reacéo; T 8 h de reacdo; T 10
h de reacdo; T 12 h de reacdo; T 48 h de reacdo; DP, desvio padrdo. Os valores com diferentes letras,
correspondem a grupos que diferem entre si estatisticamente no teste ANOVA e Tukey, com p<0,01.
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Figura 19. Concentracao de BPA nos meios reacionais, apo6s 2,4,6,8,10,12 e 48 de reagdo com 0 extrato
enziméatico induzido com abacaxi. A) representac@o em gréafico de linha xy. B) representacdo em
cromatograma. BPA, BPA; h, hora.

O ensaio realizado com BPA junto do caldo enzimético feito com o acai obteve
resultados melhores ainda. Foi realizado uma biorremediagcdo de até 100 % ja nas

primeiras horas analisadas (Tabela 4 e Figura 20).
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Tabela 4. Média dos valores obtidos em CLAE para a biorremediacdo de BPA com o caldo enzimatico
produzido com residuo de acai

Conc. +DP Remocao

Area (AU) (mg. L) %)
Co 42416 1,01+0,10 _
T2 8132 0,20x0,05 80,20
T4 0 0,00+0,00 100,00
T6 0 0,00x0,00 100,00
T8 0 0,00x0,00 100,00
T12 2050 0,06+0,04 94,06
T24 0 0,00x0,00 100,00

Co, controle sem adi¢éo da enzima; T 2 h de reacdo; T 4 h de reacdo; T 6 h de reacdo; T 8 h de reagéo; T 12
h de reacédo; T 24 h de reacéo; DP, desvio padréo. Todos os grupos, fora o Co, sdo estatisticamente
semelhantes de acordo com o teste Tukey, com p>0,01.
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Figura 20. Concentracdo de BPA nos meios reacionais com o extrato enzimatico induzido com acai. A)
representacdo em grafico de linha xy ap6s 2,4,6,8,12 e 24 horas de reacdo. B) representacdo em
cromatograma apos 2 e 4 horas de reacdo. BPA, BPA; h, hora.

Mesmo que a concentracdo utilizada no experimento seja relativamente baixa, o
experimento ainda se encontra em concentracdes relativamente superiores as condi¢oes
reais encontradas em ambientes contaminados, podendo ser encontradas no maximo em

concentragdes de aproximadamente 150 ugL™* (BRUGNAR et al., 2018).
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Apoés o tempo maximo de cada experimento ndo houve reducédo na quantidade de
BPA nos controles que continham apenas o composto e tampéao (Co), logo, sabe-se que
ndo ocorreu a degradacdo espontanea da molécula.

Hongyan et al. (2019) constataram a degradacdo completa de 5 e 10 mg/L do
mesmo composto apO0s 24 horas com a lacase de T. versicolor com mesmo volume

reacional do nosso trabalho, 10 mL.

Olajuyigbe, Adetuyi, Fatokun (2019) e Brugnari et al. (2018) observaram,
respectivamente, a degradacéo de 48,2 % de 100 uM BPA com a lacase de Cyberlindnera
fabianni apds 24 horas de reacdo e quase a degradacao total de 100 mg/L com a lacase
de P. ostreatus em 60 minutos. Ambos também relataram que a enzima na forma
imobilizada, apresentaram taxas semelhantes de degradacdo da enzima livre mesmo que
ligeiramente mais eficiente, porém por periodos experimentais mais longos, as enzimas
imobilizadas oferecem mais vantagens na estabilidade térmica e de armazenamento da
enzima, assim como oferece a possibilidade do reuso da mesma, que chegou a 15 ciclos
pelo segundo grupo supramencionado.

A lacase ja tem bem definido como um de seus mecanismos a capacidade de
catalisar reacdes de oxidacdo de compostos fendlicos o que pode explicar a alta
degradabilidade do BPA. Como o composto possui em sua molécula duas estruturas
fendlicas, pode-se supor que a lacase atua biotransformando ou biodegradando este
composto por oxidacdo de seus anéis aromaticos.

Como exemplificado acima por meio de outros trabalhos, essa enzima tem uma
boa perspectiva em relacdo ao seu uso para o tratamento do BPA, inclusive j& se tem
relatos do seu uso na forma imobilizada que pode ser um dos préximos passos para a
nossa pesquisa, aumentando sua aplicabilidade.

Vale ainda ressaltar, que os procedimentos foram feitos com a utilizacdo do extrato
bruto, ndo da enzima purificada. Dessa maneira ndo foi necessario o uso de etapas
dispendiosas de separacdo e purificacdo da enzima e ainda dispensa a adicdo de
mediadores ao meio reacional, uma vez que extrato bruto contém mediadores naturais
produzidos pelo fungo (NGUYEN et al., 2016).

Logo, a utilizacdo da lacase produzida pelo fungo P. ostreatus apresenta alto
potencial de remocéo do contaminante emergente BPA. Além de ser um processo mais

ecoldgico e viavel, se obteve uma remocéo de 100 % do ativo em ambos 0s ensaios de
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tratamento enzimatico em curtos prazos de tempo, principalmente no extrato bruto
induzido com o residuo de acai, sendo um processo que pode contribuir com o tratamento

de &guas residuais contaminadas com esse composto.

5.7 Leitura da Cromatografia liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a espectrometria

de massas em tandem.

Os produtos de degradacéo da BPA analisados na espectrometria de massa de
tandem de cromatografia de alto desempenho (UHPLC MS/MS) foram as amostras
referentes ao tempo de reacdo apos 2, 6 e 12 horas foram analisadas O Cromatégrafo
Liquido Ultimate 3000 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) foi utilizado com uma
coluna Agilent - C18 (4,6 x 100 mm; 3 um), acoplada ao espectrometro de alta resolugao
Q-Exactive, Terméstato Cientifico, com H-ESI gés auxiliar 15, temperatura capilar 300 °C,
temperatura do gas auxiliar 300 °C, lente de tubo 50 e gama de massa m / z 90-300. A
analise por UHPLC foi realizada com agua desionizada (fase moével A) e acetonitrilo (fase
movel B). A programagdo do gradiente comegou com 90:10 (A:B %), 100 (B %) em 10
min, permanecendo por 5 min. O tempo de funcionamento foi de 15 min com um fluxo de

0,4 mL/min, volume de injegdo 10 uL e temperatura da coluna 20 °C.

Foi identificada a via de degradacao proposta por Chhaya e Gupte (2013) figura 22.
O nome do composto, a férmula molecular, o peso molecular detectado, o tempo de
retencdo e o0 erro no ppm podem ser vistos na Tabela 4 e no espectro referindo-se as
moléculas na Figura 5. Na amostra de 2 horas, ja era possivel encontrar todas as
moléculas. Segundo os autores, a degradacdo do BPA parte da oxidacdo do metil ao
grupo hidroximetila da porcdo de propano para formar um difenol de 4,4'-(propano 2,2
dieyl) que é entdo oxidado para 3,3 o pent-2-enal bis (4-hidroxilfenil) e, finalmente, o pent-
4-hidroxyfenil) pent-2-enal € gerado devido a abertura do anel aromatico pela clivagem da
ligacdo CC
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Tabela 5. Caracteristicas dos produtos de degradacdo do BPA.

Compostos

Molecular [M-H] R Error
formula (m/z) (min)  (ppm)

4,4'-(propane 2,2 dieyl) difenol

4,4'-(2 hydroxy propane 1,2 diyl)
diphenol

3,3 bis (4-hydroxylphenyl) butanal

2-(1-(4-hydroxyphenyl) vinyl) pent-2-
enal

C15H1602 227.10759 11.26 3.76
C15H1603 243.10275 10.89 4.85
C16H1603 255.10281 12.57 4.74

CisH1402  201.09192 6.45 4.55

R, retention time
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Figura 21. Espectro de massa e estrutura dos compostos detectados. A) 4,4'-(propano 2, 2 dieil) difenol. B)
4,4'-(2 hidroxi propano 1,2 diil) difenol. C) 3,3 bis (4-hidroxilfenil) butanal. D) 2-(1-(4-hidroxifenil) vinil) pent-2-

enal.
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Figura 22. Via de degradacéo proposta para a biorremediagdo do Bisfenol A pelo caldo enzimatico de
lacase enriquecido com abacaxi Fonte: Chhaya e Gupte, 2013 (adaptado).

5.8 Anélise do corante Drimaren Vermelho CL-5B em UV-Visivel

Observou-se um pico entre 456-590 nm sendo o maximo na faixa entre 530-570
nm, semelhante a outros trabalhos, como o realizado por Cavalcante et al. (2018). O
ponto mais alto ficou localizado em 542 nm sendo entdo, esse o comprimento de onda

utilizado para a analise da metodologia de adsorcdo dos corantes.

5.9 Teste de adsorcgéo

Tendo em vista que 0 processo enzimatico ndo foi capaz de biorremediar o
composto icaridina, foi analisada a capacidade do residuo de acai como possivel matéria-
prima em processo de separacao por adsorcéo. Para tal, foi feito o estudo simplificado da
cinética de adsor¢cdo do residuo utlizado, aproveitando tanto para 0s quimicos

anteriormente ja estudados como também para o corante Drimaren vermelho CL-5B.
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O residuo teve capacidade de exercer mais de 50% de adsorcéo da icaridina nos
primeiros minutos, e manteve a adsorcéo estavel até o final do tempo analisado (Tabela 6
e Figura 23).

Tabela 6. Média dos valores obtidos em CLAE para o ensaio de adsorcao de icaridina utilizando do residuo
de acai

Area  conc.+DP  Remocdo

(AU)  (mg. LY (%)
T2 43927 2,95+0,10 41,04
Ts 39491 2,67+0,39 46,65
T1o 34632 2,36+0,25 52,79
T20 41692 2,81+0,29 43,87
Tao0 47785 3,19+0,51 36,16
Tao 41273 2,78+0,50 44,39
Tso 41776 2,81+0,23 43,77
Teo 41677 2,81+0,15 43,89
T70 42096 2,83+0,06 43,36

T 2 min. de reacdo; T5 min. de reacdo; T 10 min. de reacdo; T 20 min. de reacdo; T 30 min. de reacéo; T,40
min. de reacao; T 50 min. de reacado; T 60 min. de reacdo; T 70 min. de reacédo; DP, desvio padrdo. Todos 0s
valores de remocéo sédo estatisticamente semelhantes no teste de ANOVA e Tukey, com p>0,001
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Figura 23. Concentracao de icaridina nos meios reacionais, apés 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos
da reacéo de adsorcao pelo residuo de acai.
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Ja em relacdo ao BPA, o residuo conseguiu adsorver mais de 70 % do BPA nos

primeiros minutos, realizando total adsor¢cdo do composto em 50 minutos e manteve a

adsorcéo estavel até o final do experimento (Tabela 7 e Figura 24).

Tabela 7. Média dos valores obtidos em HPLC para o ensaio de adsorcédo de BPA utilizando do residuo de

acai.

Area Conc.+DP Remogéo

(AU)  (mg. L") (%)
T2 37408 0,91%0,02 8,90
Ts 9701 0,26%0,02 74,002
Tio 8336 0,23+0,02 77,202
T2 7529 0,21%0,03 79,102
Tso 0 0,00+0,00 100,00
Teo 0 0,00+0,00  100,00P
T70 0 0,00+0,00  100,00P

T 2 min. de reacdo; T5 min. de reacdo; T10 min. de reacdo; T 20 min. de reacdo; T 50 min. de reacéo; T 60
min. de reacdo; T 70 min. de reagdo; DP, desvio padréo. Os valores com diferentes letras, correspondem a
grupos que diferem entre si estatisticamente no teste ANOVA e Tukey, com p<0,001.

1,0

BPA (mg.L?})

10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (min)

Figura 24. Concentracdo de BPA nos meios reacionais, apos 2, 5, 10, 20, 50, 60 e 70 minutos da reacéo de
adsorcao pelo residuo de acai. BPA, Bisfenol A.

Quando se trata da adsorcédo dos corantes, mais de 70 % da AS foi adsorvida

(Tabela 8 e Figura 25) e pouco mais de 40 % da Al (Tabela 9 e Figura 26), ambos desde
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0s 2 minutos do procedimento, mantendo, assim como com BPA e icaridina, a adsorcao

estavel até o final do experimento. Essa queda de adsorcao na Al era esperada, tendo em

vista que na agua utilizada havia outros compostos resultantes do processo de tingimento

da indastria onde amostra foi adquirida.

Tabela 8. Média dos valores obtidos em UV-Visivel para o ensaio de adsor¢cdo da amostra sintética (AS) do

corante utilizando do residuo de acai.

Conc. tDP  Remocgéo
(mgL™) (%)

To 57,21+0,07 -

T2 15,29+3,37 73,27
Ts 15,73+1,58 72,50
T1o 15,63+0,70 72,68
T20 14,62+0,66 74,45
Tao 15,96+1,25 72,09
Tao 14,51+0,15 74,63
Tso 15,60+0,37 72,73
Teo 14,69+0,11 74,31
T70 14,95+0,55 73,86

To, amostra sintética sem passar pela adsor¢éo; T 2 min. de reacdo; T 5 min. de reacdo; T 10 min. de
reacdo; T 20 min. de reacdo; T 30 min. de reagdo; T 40 min. de reacdo; T 50 min. de reacdo; T 60 min. de
reacdo; T 70 min. de reacdo; DP, desvio padrdo. Todos os valores de remocéo, fora o do To, Séo

estatisticamente semelhantes no teste de ANOVA e Tukey, com p>0,001.
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Figura 25. Concentragdo do corante nos meios reacionais com a amostra sintética (AS), apo6s 2, 5, 10, 20,

50, 60 e 70 minutos da reacao de adsorcgao pelo residuo de agai.
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Tabela 9. Média dos valores obtidos em UV-Visivel para o ensaio de adsor¢do da amostra industrial (Al) do

corante utilizando do residuo de acai.

Conc. tDP  Remogéo
(mg. L) (%)

To 1399,54+0,03 -

T2 894,59+1,47 36,08
Ts 925,26+0,95 33,89
T10 927,75+4,25 33,71
T2o 942,26+0,33 32,67
T30 904,95+0,48 35,34
Tao 914,90+1,43 34,63
Tso0 803,81+13,01 42,57
Teo 834,49+4,43 40,37
T70 874,28+2,23 37,53

To, amostra industrial sem passar pela adsor¢éo; DP, desvio padréo. Todos os valores de remocéo, fora o

do To, séo estatisticamente semelhantes no teste de ANOVA e Tukey, com p>0,001.
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Figura 26. Concentracdo do corante nos meios reacionais com a amostra industrial (Al), apés 2, 5, 10, 20,
50, 60 e 70 minutos da reacdo de adsorcado pelo residuo de acai.
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Uma infinidade de residuos ja fora estudada como adsorventes, como cascas e
carocos de frutas, residuos de chas e café, sementes e caules de produtos agricolas e
muitos outros (BHATNAGAR; SILLANPAA, 2010).

Mesmo com a presenca de alguns adsorventes comerciais no mercado, o carvao
ativado principalmente, ainda € feita a procura por adsorventes alternativos de baixo
custo, tendo em vista que o uso generalizado dos comerciais muitas vezes € restrito
devido ao seu custo mais elevado. Uma das matérias-primas mais buscadas pra isso,
guando em grande disponibilidade, sdo os materiais residuais, ja que contribui com a
reducdo dos custos, ao mesmo tempo que colabora com a eliminacdo dos residuos e
consequentemente a protecdo ambiental (BHATNAGAR; SILLANPAA, 2010).

Como os possiveis efeitos toxicos da icaridina ainda estdo sendo elucidados, néo
se tem estudos voltado para a adsor¢cdo desse quimico, sendo esse um dos primeiros

trabalhos com esse carater.

A principio, também n&o ha estudos utilizando residuos de acai como adsorvente
de BPA ou do vermelho Drimaren. A grande maioria relata o uso de carvéo ativado,
nanomateriais ou entdo carvado ativado e materiais porosos formados a partir de alguns
residuos quando com BPA (YAN et al., 2016; VIDOVIX et al., 2019; EL OUAHEDY et al.,
2020; MAHMOUD, 2020) e argila branca, residuos solidos de curtumes e residuos
gerados no processo de laminacdo de aluminio quando com o corante (DALLAGO;
SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005; CASTRO; FRANCO; CIDADE, 2018; FRAGA et al.,
2020).

Existem relatos do uso do residuo de acai como adsorvente de ions metéalicos
(GONCALVES et al., 2018; QUEIROZ et al., 2020), porém o presente estudo € um dos
primeiros a relacionar o residuo com os compostos icaridina, BPA e o corante Drimaren
vermelho CL-5B. Como pode ser observado, os resultados obtidos trazem o residuo de
acai como potencial adsorvente de quimicos, entretanto o teste realizado nao é suficiente
para calcular todas a variaveis de adsorcéo. Para tal sdo necessarios mais estudos pra
definir o equilibrio da adsorcdo e obter graficos de isoterma da adsor¢éo, podendo entédo
ser feito o calculo da capacidade maxima de adsorcdo dos adsorventes

experimentalmente.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o residuo de acai e abacaxi para a producdo de
lacases, demonstram que a producdo da enzima é eficiente mesmo em caldo pobre de
nutrientes quando se tem a adicdo de biomassa residual ao meio, bem como essas
lacases podem ser utilizadas na remediacdo de bisfenol A, tendo em vista que

apresentaram alto potencial de remocéo.

O residuo de acai, demonstrou capacidade adsortiva, trazendo entdo, um novo
insumo que pode ser utilizado como ferramenta pela indUstria e qualquer outro produtor
de poluentes para a purificacdo de efluentes residuais, ja& que se encaixa como um
material adsortivo de baixo custo e € uma metodologia de facil aplicabilidade, ndo
necessitando de méo de obra especializada.

A tecnologia desenvolvida trouxe ao panorama do tratamento de efluentes duas
novas metodologias (biorremediacdo e adsorcdo) utilizando de insumos oriundos de
rejeitos da agroindustria (acai e abacaxi) dando valor agregado a esses residuos e
trazendo uma alternativa aos tratamentos quimicos e fisicos ja existentes que nem
sempre sao tao eficientes e podem causar danos ao meio ambiente, ao contrario do que
foi desenvolvido por se tratar de um controle biolégico (biorremediacdo) e fisico
(adsor¢éo) utilizando de componentes ja encontrado na natureza, contribuindo com a

reducdo da poluicdo e a limpeza de aguas.

Os processos aqui desenvolvidos, possuem a probabilidade de serem utilizados
para o tratamento dos poluentes testados, e até mesmo pode ser estudada a viabilidade
de um tratamento integrado, utilizando das metodologias acopladas a outros processos
fisicos ou quimicos ja existentes para reduzir o tempo necessario de tratamento, tendo
em vista que em poucos minutos foi capaz de absorver grande parte da substancia
analisada, reduzindo, assim, o tempo necessario de uma reacao fisica de custo

subsequente ao uso do residuo ou da lacase, por exemplo, seria reduzido.
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8.0 ANEXOS

C15H1603 (modo positivo)
Branco BFA

Branco Bisfenol iso pos 010819 #133487 RT: 0011501 AV: 3367 NL: 770
T: FTMS # p ESI Full ms [90,00-300,00)

100 2512440
g

8

70

8

5

4

0

2

1

e e e e e L L B B B L e E Y Y [T E e CEC S

245,112 245,114 245,116 285,118 245,120 245,122 245,124 245,128
miz

Idx| Formula RDB | Delta ppm| ~

1 | CzHis 05 Mg 0o B |

2 | CiaHigH 12,0 -4,777
_csriros 75| sas7 )

4 |[CaHi7 OnMa -0s -6,849

5 | CizH15 Oz Nz a0 11,634

g |5 Hiz Oz M 45 <12,305

7 | CaHig 07 M -1.0 -12,326

g [CriHiz0MNs B85 17412 | ¥

File... Lt Simulate
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Branco da amostra

Branco_T12 abacaxi iso 310719 #1-3347 RT: 0,01-1501 AW: 3367 ML: 890
T: FTMS 4 p ESIFull ms [90,00-300.00)
245,10789

100

.'.*-ﬁlﬂlﬁl I245.Ilﬂll ' I2-15LI11|:II
Idx Formula RDE | Delta ppml ~
1 [C11H1z 0 Mg 85 -2 267
2 | CwoHi7 Og N2 35 3,190
3 [CaHi Mg a0 3,211
4 |C1aH15 02 M3 a0 -7.744
5 | CgHi504Ms5 410 8668
IE C1s Hi7 O3 75 13222 |
7| CrHig Ol -1 14124
g8 |CeHizOzNg 45 14145 |V
Fle..  List Simulate
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Amosira:

Ti2_abacaci_iso_pos 310719 #7435.TAE RT: 3,31-350 AM: 44 MNL: 531E2
T: FTMS 4 p ESIFull ms [90,00-300 009

245 11868

100

9

Ao

7

[:]

5

A0

3

2

|

D T T T L} T 1| T T 1
245105 245110 245115 245120
miz
1 |CisH1I7 Oz 75 -2,258
2 [ C1aHIs Oz M3 g0 3169
3 | C11Hi20ONg 85 8867
4 | CzHi15 08 Ng oo -9816
5 | CiaHiaN 120 -13,222
§ |CioHI7OsMz 35 14123
7 | CaHi1 Mg a0 14,145
g8 | CaHiz O Ng -05 -15,294
File... List Simulate
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CE6H50N3 (modo positivo)

Branco BPA

Branco Bisfenol iso pos 010819 #1-3367 RT: 0,01-1501 AV: 3367 ML: 32BE3

T: FTMS < p ESIFull ms [90,00-300,000

100

!l

70

8

5

4

au

2

1

5 138, D4R
T qmems 0 138080 " {3sDs2 138054 " {38088
miz
Idx Formula RDE | Defta ppm | ~
1 [CaHgOp 50 0066
2 | CaHgORz 55 9935
3 |CaHalNe 60 19,803
4 | CaHg O4Mz 10 29634
5 | CHyO3Ms 15 39,503
g |[HaOzMp 15 -43 064
7 |CaHsCaMg 10 -52933
8 | CaHio OaN 05 52802 |V
Eile... List Sirmdate
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Branco da amostra:

Branco_T12_sbacad_iso_310710 #1-336T7 RT: 0,01-1501 AW: 3367 NL: 4,24E3

T: FTMS + p E5I Full ms [90,00-300,00]
1

136,04074

136,05208
A

136,05587 13605737
T
136,055

Idx Formula RDE | Delta ppm| ~

1 CeHs Oz 50 1,462 |
Iz Co Ho O Na 55| 11,331

3 | CaH4Ms 6,0 21,200

4 | CaHg O4hz 1,0 31,030

g | CHsOaNs 15 40,899

g |HE Oz N7 1,5 -41 665

7 |CzHgO3Ma 10| -5153%

& | CaHio 04N 0.5 A1405 |¥

—_—
136,080
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Amostra:

Ti2_abacac iso_pos 310719 #3010-3060 RT: 1342-1364 AV: 51 NL: 551E3
T: FTMS + p ESI Full ms [90,00-300,00]

4 136,05211
0
50
4
o
i) T T T T T T T T T T L) T T T T T T T T T L) T T T T T T
136,040 136,050 1336054 136,852 36053 136054
miz
Idx Formula RDB | Delta m| ~
1 |CeHs O b 55 _4E19
2 | CaH4Ma 6,0 5,250
3 |CgHs Oz 50 -14 485
4 |CaHzO4qMz 10 15,081
5 |CHsO1Ns 15 24,950
g |HsOzMN7 15 -57 518
7 | CaHg Oz Mg 1,0 -E7 457
g | CaHip 04N 0s 77356 | V¥
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C14H1404 (modo positivo)
Branco do BPA (né&o tem a molécula)

Branco_bisfenol grad pos 010818 @1-35386 RT. 0.01-15,00 AV 3386 ML 703E1

T: FTMS +p ESIFul ms [90,00-300,00]

100

247 08571

aa

a0

70

60

50

40

30 24T 0TOED

20

10

0=t das | T T } T T T T T T T T T
247,080 247,085 247,000 247085 247,100 24T 103
Idx Formula RDE | Delta ppm
1 |[H11Os Mo 05 -0,180
2 | CiaHg N 130 1674
3 | CigH1 QN2 125 -3,560
4 |CzH1z07 Ny 0,0 -5614
5 | CiaH1z2 04N a0 7,287
6 |CaHi1508Ng 05 11,048
7 [C1HN Oa kg 85 12,721
g | CsHi1O4Ng 45 16,461
.. - L LEEU B
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Branco da amostra

Bramco T12 abacax grad pos 3107189 #1-35366 RT. 0.01-1500 AV: 3386 MNL: 569E1

T: FTMS + p ESIFul ms [B0,00-300,00]

100 247 ,0823T
a0
a0
O
60
50
40
3o
24T 09845
20 24710833
10
D= ———————— —
247 080 247 085 24T 090 247,055 24T 24T 110
miz
Id= Formula RDE | Delta ppm| ~
1 CH12 O Mo 0.0 0,483
2 215 Hi Mg 125 2538
3 | CivH12ON 120 -2,896
4 | CaH1507 N -05 -4,950
I5 CiaHis Og 75 72350 I
£ |CaHin Q3N 45 -10,363
7 | CsHirOg M3 1,0 -10,354
g8 [Ci2H1303Ng 8.0 13384 | ¥
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Amostra:

T12_abacacl grad pos 310T19#171-497 RT: 0,76-2.22 AV 327 NL- 1,28E2

T: FTMS + p ES1Full me |90,00-300,00)
247 09537
100
a0
aa
70
60
50
40
30
20
10
a T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥ T T
247 0BB 247,080 247 082 247094 247,086 247 08B 247100 4T02
miz
Idx Formula ROEB | Delta ppm| ~
1 |C1zH13 O3 M3 ] 0920
2 [C14H15 04 75 -4.514
3 |[CioH1 Oz s 85 6,353
4 | CisH11 Ng 125 -9.927
5 | CoHis 06 Mz 33 11,766
6 |CaHaOMNg 9,0 11,787
7 | CH13O0s Mg 0,0 -11,882
B8 |C17H1a ON 1201 1538 |V
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