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RESUMO

A biorremediacao micdtica de efluentes provenientes de lavanderias industriais de jeans é um
tratamento biotecnoldgico necessdrio para evitar a contaminacdo de corpos de dgua. Enzimas
ligninoliticas imobilizadas tem demonstrado alta eficiéncia na biorremedia¢do de efluentes da
industria téxtil. Na fase | desta pesquisa, avaliou-se a descoloracdo do corante indigo carmim e
do efluente téxtil por sete espécies de Agaricomycetes da Caatinga (Brasil). O estresse
nutricional devido a limitacao de nitrogénio foi realizado com trés tempos de experimentacao,
T1 (1 dia), T2 (4 dias) e T3 (7 dias). As porcentagens de descoloragcdo no corante e efluente
foram maiores que 55% usando os fungos F1, F2, F5 e F6 por 10 dias sem esterilidade. Na fase
Il, os microrganismos foram cultivados nos tempos de crescimento inicial, Ci1 (10 dias) e C;2
(25 dias), sem adicdo de nutrientes. Seguiu-se a inducdo de estresse com limitacdo de
nitrogénio em T1 e posteriormente, com testes de descoloracdo do corante indigo carmim e
do efluente téxtil por 28 dias. Os melhores percentuais de descoloracdo foram encontrados
para o efluente em C, e para o corante em C2, com F1 e F5. O F5 apresentou melhor
atividade enzimatica de lacase e de lignina peroxidase. O analise ecotéxico das amostras
tratadas biologicamente na fase Il, foram testadas frente a cistos de Artemia HIGH 5 sem
adicdo de alimento. Os valores obtidos para Ky e V. indicam que os extratos possuem
comportamento cinético Michaelis-Menten. A lacase, lignina peroxidase e manganés
peroxidase sintetizadas pelos fungos Phlebiopsis sp., Coriolopsis sp. e Phanerochaete
chrysosporium, foram imobilizadas em nanoparticulas de quitosana (NanoQ), apresentando
porcentagens de imobilizagdo acima de 84%. Foi calculada a porcentagem de N-acetilagdo
usando UV-Vis. Caracterizaram-se as NanoQ (com e sem enzimas imobilizadas) por DLS,
Potencial Z e MEV. A eficiéncia da biorremediacdo apds o reuso demonstrou ser maior nas
NanoQ com enzimas. A impressdo dos dispositivos foi realizada na impressora Dimatix
Materials Printer DMP-2831 (FUJIFILM Dimatix Inc.), usando trehalose no fluido de impressao
para proteger a conformacao estrutural das enzimas. O acetato de celulose (AC) foi o substrato
flexivel para a impressdo. A otimizacdo das formas de onda de impulso elétrico para a
formacao das gotas do fluido, foram obtidas para a impressdo por demanda Drop on Demand
(DoD) baseada em propriedades piezoelétricas. Os resultados mostraram que sem condigdes
de esterilidade, o menor tempo de crescimento sem adi¢do de nutrientes (C;1) e o estresse por
limitacdo de nitrogénio (T1), aumentam a biodegradac¢do do efluente. Porém, o maior tempo
de crescimento sem adi¢do de nutrientes C;2 favoreceu a biodegradagao do corante. Todas as
amostras de efluente téxtil biorremediadas na fase Il, ndo mostraram toxicidade frente a

Artemia sp. em 48 horas de experimentagdo. A quantidade de proteinas totais foi maior apds



impressdo, devido ao aumento da concentracdo efetiva das enzimas apds imobilizagdo no
biopolimero e a impressao. Os dispositivos impresos sdo uma inovacao biotecnoldgica que usa
impressao DoD, que permite adicionar camada sobre camada mais de um principio ativo,

permitindo a liberagcdo do material biodegraddvel no local albo de biorremediacgao.

PALAVRAS CHAVES: Estresse nutricional. Tempo de crescimento inicial. Ecotoxicidade.

Imobilizagdo de enzimas ligninoliticas. Biopolimero. Nanoparticulas. Dispositivo impresso.



ABSTRACT

Mycotic bioremediation of effluents from industrial jeans laundries is a necessary
biotechnological treatment to prevent contamination of water bodies. Immobilized ligninolytic
enzymes have demonstrated high efficiency in the bioremediation of effluents from the textile
industry. In phase | of this research, the discoloration of the indigo carmine dye and the textile
effluent was evaluated by seven species of Agaricomycetes from Caatinga (Brazil). Nutritional
stress due to nitrogen limitation was carried out with three experimentation times, T1 (1 day),
T2 (4 days) and T3 (7 days). The percentage of discoloration in the dye and effluent was
greater than 55% using fungi F1, F2, F5 and F6 for 10 days without sterility. In phase Il, the
microorganisms were grown in the initial growth times, C;1 (10 days) and C;2 (25 days), without
adding nutrients. This was followed by stress induction with nitrogen limitation in T1 and later,
with discoloration tests of the indigo carmine dye and the textile effluent for 28 days. The best
percentages of discoloration were found for the effluent in C;1, and for the dye in C;2, with F1
and F5. F5 showed better enzyme activity of laccase and lignin peroxidase. The ecotoxic
analysis of the samples biologically treated in phase Il, were tested against Artemia HIGH 5
cysts without the addition of food. The values obtained for Ky, and V.., indicate that the
extracts have Michaelis-Menten kinetic behavior. Laccase, lignin peroxidase and manganese
peroxidase synthesized by the fungi Phlebiopsis sp., Coriolopsis sp. and Phanerochaete
chrysosporium, were immobilized on chitosan nanoparticles (NanoQ), with immobilization
percentages above 84%. The percentage of N-acetylation was calculated using UV-Vis. NanoQ
(with and without immobilized enzymes) was characterized by DLS, Potential Z and SEM. The
efficiency of bioremediation after reuse proved to be higher in NanoQ with enzymes. The
devices were printed on the Dimatix Materials Printer DMP-2831 (FUJIFILM Dimatix Inc.), using
trehalose in the printing fluid to protect the structural conformation of the enzymes. Cellulose
acetate (AC) was the flexible substrate for printing. The optimization of the electrical impulse
waveforms for the formation of fluid droplets were obtained for Drop on Demand (DoD)
printing based on piezoelectric properties. The results showed that without sterility conditions,
the shorter growth time without the addition of nutrients (C;1) and the stress due to nitrogen
limitation (T1), increase the biodegradation of the effluent. However, the longer growth time
without the addition of C;2 nutrients favored the biodegradation of the dye. All samples of
textile effluent bioremediation in phase Il, did not show toxicity against Artemia sp. in 48 hours
of experimentation. The amount of total proteins was higher after printing, due to the increase
in the effective concentration of enzymes after immobilization in the biopolymer and printing.

The printed devices are a biotechnological innovation that uses DoD printing, which allows you



to add layer upon layer to more than one active ingredient, allowing the release of

biodegradable material in the bioremediation site.

KEY WORDS: Nutritional stress. Initial growth time. Ecotoxicity. Immobilization of ligninolytic

enzymes. Biopolymer. Nanoparticles. Printed device.
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1. INTRODUCAO

Ao nivel mundial, a industria téxtil € um setor de grande importancia econémica, que
desenvolve um movimento comercial muito grande e gera fontes de emprego nas sociedades.
Uma das principais carateristicas desse tipo de industria é o grande volume de dgua, quimicos
e corantes que sdo fundamentais na criacdo de produtos [1]. A contaminag¢do dos corpos
hidricos pela industria téxtil é uma problematica em muitas partes do Brasil. O pais é
considerado um dos 10 maiores produtores téxteis, por conta da criagdo de empresas privadas
com o objetivo de desenvolver a economia [2]. Entretanto, a fabricacdo de tecidos gera
guantidade de efluente nos processos de limpeza, tingimento e acabamentos, com a utilizacao
aproximadamente dezoito litros de 4dgua/peca além do uso de vinte toneladas de corantes.
Vinte por cento desses corantes nao se fixam as fibras sendo descartados em esta¢des de
tratamento, com tratamento ou ndo sdo descartados em corpos hidricos [3].

Entre os anos 1990 e 2011, o consumo mundial de fibras téxteis de origem natural e sintético
aumento em 3,5%, passando de 44 até 82 milhdes de toneladas de produtos téxteis. Também
o consumo das fibras sintéticas sobressaiu as fibras naturais de 48% até 66%, considerando o
aumento da populagdo mundial de 1.3% [4]. No Brasil a regidao metropolitana de Sao Paulo,
Campinas — SP, Vale d Itajai — SC representam o segmento mais importante da industria téxtil
no Brasil, e no Nordeste, o principal centro téxtil se encontra na regido metropolitana de
Fortaleza, mas também tem alta importancia na Mata paraibana — PB, leste potiguar — RN,
Agreste pernambucano — PE e a regidao metropolitana de Salvador — BA [5].

No Agreste pernambucano, o maior desenvolvimento privado de industria téxtil se encontra
nas cidades de Santa Cruz do Capibaribe, Caruaru e Toritama, e em menor nivel esta presente
nos municipios préximos como Surubim, Vertentes, Brejo da Madre de Deus e Agrestina como
se indica na Figura 1. Os efluentes das lavandarias téxteis do Agreste sdo dispensados nos
diferentes corpos hidricos como os rios Ipojuca e Capibaribe que abastecem de agua aos
municipios da regido, comprometendo a qualidade [6].

Figura 1 Mapa geografico do estado de Pernambuco em destaque para a Mesorregiao
Agreste.

Fonte: [7]
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Nesse contexto, a procura de solugdes vidveis e ambientalmente sustentavel tem estimulados
a procura de tecnologias que possam remediar ambientes impactados por corantes,
principalmente no Agreste pernambucano. Pois, os municipios de Santa Cruz do Capibaribe,
Caruaru e Toritama sdo responsdveis pela producdao de 77% das confeccdes do estado de
Pernambuco, sendo Caruaru responsavel pela producao de 24,1%. Para o tingimento dessas
pecas ha necessidade de 18L de dgua/peca, entretando nesses Municipios ha escassez agua. A
estacdo de tratamento desse efluente deve ser eficiente para que aumente os percentuais de
reuso da dgua. Contudo, ndo ocorre e as agua com altos teores de metais sdo descartados nos
corpos hidricos [8].

Para as industrias, o processo de remediar esses efluentes demandam muitos esforcos, e
representa um custo elevado, portanto precisam de metodologias que abaixem os custos, e
gue sejam amigaveis com o meio ambiente [3].

2. OBIJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Criar um dispositivo impresso replicavel de enzimas produzidas por Agaricomycetes da
Caatinga pernambucana, imobilizadas em nanoparticulas de quitosana, sobre um
suporte de acetato de celulose com tecnologia Drop-on-Demand (DoD) para tratar o
efluente téxtil coletado em lavanderia industrial do municipio de Caruaru-PE.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimicamente o efluente téxtil;

e Pré-selecionar espécies de fungos com capacidade em descolorir o corante indigo
carmim e o efluente téxtil;

e Definir o melhor método de limitacdo nutricional para a estimulacdo da producdo das
enzimas de interesse nos fungos;

e Realizar novos ensaios de descoloragdo do corante e do efluente téxtil usando os
parametros definidos, para selecionar os fungos a trabalhar nas seguintes etapas;

e Testar ecotoxicidade do produto residual dos fungos pré-selecionados em Artemia sp;

e Imobilizar as enzimas do extrato mediante a formacdo de nanoparticulas de quitosana,
e caracterizar o nanomaterial formado por UV-Vis, DLS, Potencial Z e MEV;

e Imprimir por DoD as nanoparticulas com enzimas imobilizadas sobre acetato de
celulose;

e Testar os dispositivos obtidos de forma quantitativa;

e Validar estatisticamente os resultados obtidos.

3. HIPOTESE
Dispositivos impregnados com mistura de enzimas ligninoliticas imobilizadas em
nanoparticulas de quitosana remediam efluente téxtil de lavanderia industrial do
municipio de Caruaru-PE.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. CORANTES TEXTEIS

Os corantes sdo os responsaveis pelo tingimento durante a coloracdao dos tecidos, além de
serem moléculas compostas por um grupo cromoéforo que é responsavel pela a cor,
caraterizado por absorver a luz do espectro visivel no cumprimento de onda entre 400 — 700
nm, € um grupo auxocromo que permite a ligacdo do corante a fibra do tecido [9].
Antigamente, por volta de 3000 a.C., foi registrado o uso dos corantes de origem natural com o
indigo carmim, e no século 15 a.C. os Fenicios extrairam o tirian roxo a partir de caracéis
marinhos. A partir de 1856 os corantes comegaram ser sintetizados pelo quimico Wiliam H.
Perkin, ele gerou o corante malva, também conhecido como anilina, o flcsia brilhante, e em
1958, os corantes azo foram sintetizados por P. Gries [10].

A partir do desenvolvimento dos corantes de forma sintética para uso na industria téxtil, se
gerou a necessidade de classifica-los baseado na sua fonte, estrutura quimica, solubilidade e
aplicagdo [11].

A estrutura quimica dos corantes téxteis esta conformada por anéis aromaticos, por grupos
cromdforos que sdo os receptores de elétrons e proporcionam a cor ao tecido, e por grupos
ionizaveis auxocromos que sao doadores de elétrons e permitem a ligacdo do corante na fibra
téxtil. O conjunto destes dois grupos funcionais é chamado de cromogénio [12], [13], [14],
[15], [16], [17], [18]. Os corantes téxteis sdo classificados relacionados aos grupos cromdforos
gue estdo presentas na estrutura quimica, em azo, antraquinona, trifenilmetano, indigoide,
nitro, nitroso, entre outros. Os corantes do tipo azo, além da industria téxtil sdo usados no
tingimento de pldsticos, couro, alimentos e cosméticos, portanto sdo muito comuns na
contaminacdo de rios e dguas subterraneas, e sua remocdo tem sido de interesse social e
ecolégico durante os ultimos anos (19; 20). Na Tabela 1. se encontram as estruturas dos
cromdforos dos principais corantes usados na industria téxtil.
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Tabela 1 Estruturas dos grupos cromoéforos dos principais corantes usados na industria textil

Grupos cromoforos Estruturas Exemplos de corantes
1 C
Azo —_—N—N— s
NO, N=N N(CH,CH,0H),
Disperse red 5
H
/-2.\\ 1|4 //,\ Ma035 oy L(.h /‘%\\
Cr~10) T~
o T Sy = : 7 # S04Na
H 0 0
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s )k ~ T
Antraquinona I O ad WJ\N
o | @
H
Reativo azul 4
. =1
Nitro I‘//0 oS
\0 7
Amarelo dcido 24
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ON.
Nitroso —N=0
Verde rapido
CHy CH;
HO. o
Trifenilmetilénico
NaQOC COONa

0O
A

@SO;,Na

Solochrome cyanine R

Fonte: Adaptado de [21], [18].

Os corantes sintéticos sdo usados em quantidades durante o tingimento na industria téxtil,

entretanto, a maior parte destes é desperdicada, e o seu despejo nos corpos hidricos acarreta

um grave desequilibrio ambiental devido a sua alta concentracdo e a toxicidade de cada tipo

de corante [22].
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4.1.1. Classificacdo dos corantes
O sistema de classificacdo internacional Colour Index (C.l.) criado e publicado pela Association
of Textile Chemists na Colorists e pela The Society of Dyers and Colourists, os corantes
industriais sdo classificados de acordo a sua natureza quimica e ao método de aplicacdo em:

Corantes a tinta ou Vat: aqui se encontram os indigoides e os antraquindéninos (Fig. 2).
Possuem um grupo aceténico que os torna insollveis em agua, mas se sdo reduzidos em
solucdo alcalina, o grupo aceténico se reduz e fica sollvel, passando a ter afinidade quimica
por fibras celulésicas.

Figura 2 Estrutura quimica do C.I. Vat Yellow

N303SOCH2CH2—g‘©fN =N SONa
1]
0

H

o}

o

HeN
0

]
NaOﬁOCHZCHz—ﬁQN=
0

Fonte: [18]

ZOO
[v2]

OsNa

Corantes reativos: sdo conhecidos como azoicos, eles possuem um ou mais grupos azo na sua

estrutura, podem ser chamados de diazo, triazo, etc (Fig. 3). Tem afinidade por fibras de
algodao e celuldsicas.

Figura 3 Estrutura quimica do corante Preto Reativo 5

o NHCOC H

C
NHCOC,H,g |c|’

Fonte: [23]

Corantes dispersos: sdo insollveis em 3agua e sdo aplicados por dispersdao (Fig. 4). Tem
afinidade por fibras hidrofébicas como acetato de celulose, ndilon, triacetato, acrilicos e
poliéster.

Figura 4 Estrutura quimica do corante Orange disperse 30

Fonte: [18]
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Corantes diretos: O vermelho congo é o representante deste grupo (Fig. 5). Sdo corantes

anidnicos para fibras celulésicas, aplicados em banhos aquosos de pH neutro ou levemente
alcalino em ebulicdo.

Figura 5 Estrutura quimica do corante vermelho congo.
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2OTEO
AN

Cl CH; CH,0CO. CH,
Fonte: [24]

Corantes acidos: alguns precisam ser metalizados para ser bastante mais estaveis e preservar
sua estrutura durante o tingimento, possuem um ou mais ions metalicos (Fig. 6) Tem afinidade
por 13, seda, couro e algumas fibras acrilicas, sdo soltuveis em dgua.

Figura 6 Estrutura quimica do corante C.I. Acid Blue 47

1] NH2

CH,
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Fonte: [18]

Corantes mordentes: estes sdo considerados uma subclasse de corantes acidos, podem
combinar-se ao mesmo tempo com a fibra e com uma substancia mordente (que pode ser um
complexo metalico de aluminio, cromo, estanho ou ferro) formando uma ligagao forte (Fig. 7).

Figura 7 Estrutura quimica de corantes. Formagao de complexo do corante, do grupo
hidroxila azo e agua.
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. }3/"’
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Fonte: [18]

Corantes basicos: sdo catidnicos pela presenga de grupos amino (Fig. 8). Sdo soluveis em agua
e tem afinidade por I3, seda, fibras acrilicas e acetato de celulose. Apresentam cores fortes e
fosforescentes e a matéria prima da sua sintese é a benzidina CAS-92-87-5 que é
carcinogénica. CAS — Chemical Abstracts Service.
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Figura 8 Estrutura quimica do corante Bismark brown (Cl basic brown 1)
HzN\CENHz H2ND/NH2
N N
o

Fonte: [25]

Corantes ao enxofre: S3o insolluveis em agua, mas reduzidos se tornam sollveis, adquirindo
afinidade com fibras celuldsicas (Fig. 9). Sdo resistentes a luz e a lavagem mas ndo ao cloro.

Figura 9 Estrutura quimica de corante sulfurico.
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Fonte: [26]

Corantes naturais: eles sdo sintetizados de forma natural usando pouco ou nenhum produto
quimico. Sdo encontrados em todas as formas antes descritas, con excepc¢do dos tipos
dispersos, azoicos e de enxofre. A utilizagdao destes corantes no tingimento sé é possivel na
presenca de metais pesados, e como consequencia, o efluente téxtil é rico em ions metalicos.
Tanto os corantes sintéticos como os naturais sdo toxicos. Na Tabela 2. Estdo detalhados dados
relacionados aos tipos de corantes e as quais as fibras tém afinidade, também o percetual de
fixacdo as fibras e possiveis poluentes gerados nos processos de tingimento.

Tabela 2 Caracteristicas dos corantes utilizados nas operag¢oes de tingimento.

Fixagdo
Classe de corantes Tipo de fibras tipica Poluentes
(%)

Cuba (A tina) Algoddo ¢ outras 80-95 Cor, alcalis, agentes
Fibras celuldsicas oxidantes, agentes redutores,

ete.

Reativos Algoddo, Li e 60-90 Cor, sal, alcalis, corantes
outras fibras hidrolisados, surfactantes,
celuldsicas. antiredutores orginicos,

antiespumantes, etc.

Dispersos Poliéster, Acetato e 80-90 Cor, acidos orgénicos,
outras fibras agentes de igualizagdo,
sintéticas fosfatos, antiespumantes,

lubrifi cantes, dispersantes,
etc.

Diretos Algoddo, Raion ¢ 70-95 Cor, sal, corante nio fixado,
Demais fibras fixadores; agentes
celuldsicas catidnicos surfactantes,

antiespumante, agentes

retardantes e igualizantes, etc.
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Acidos L3 e Poliamida 80-93 Cor, acidos orgénicos ¢
corantes ndo fixados.

Basicos Acrilico e alguns 97-98 Fixacdo quase que total na
tipos de poliéster fibra. Sal, acidos organicos,
retardantes, dispersantes, etc.

Enxofre ou sulforosos Algoddo ¢ outras 60-70 Cor, sal, alcalis, agentes
fibras celulosicas oxidantes, agentes redutores e
corantes ndo
fixados, ectc.

Fonte: [27]

4.1.1.1. Corante indigo carmim
O corante indigo é muito usado na industria téxtil para colorir tecidos jeans, mas antigamente
tem sido usado para o tingimento de téxteis na india ha 4 mil anos a.C., também tem relatos
antigos sobre o seu uso na China, Japao e Egito. O indigo foi sintetizado de forma sintética por
primeira vez em 1880 pelo quimico alemdo Joham F.W.A. Bayere, e foi comercializado pela
Badische Aniline Soda Fabrik em 1905 [28].

A cor azul escuro intenso é extraida de forma natural das plantas Indigofera tinctoria L.,
Indigofera anil L. e Isatis tinctoria como indoxil (3-hidroxindol), através de fermentacGes das
folhas frescas e por oxida¢do, formando um corante insollvel que apds ser sulfonado passa a
se denominar indigo carmim, também conhecido comercialmente como Acid Blue 74 (Cl) ou
sal sédico do 4cido 5,5'- indigodisulfonico de férmula quimica CiHgOgN,S;Na,, que é um
produto usado como corante de contraste para melhorar a visualizagdo das lesGes da mucosa
colorretal durante a colonoscopia, também se usa como agente complexante para a analise de
cobre por espectrofotometria, mas é principalmente usado para o tingimento de jeans [29],
[30]. A cor é dada pelo grupo cromdforo (Fig. 10), que consiste na substituicdo de uma ligagdo
simples de carbono por dois receptores NH e dois aceptores CO [21].

Figura 10 Estrutura molecular: a) corante indigo e do b) corante indigo carmim.
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O corante indigo carmim é altamente tdxico, ao contato com a pele ou olho pode causar
irritacGes, até provocar danos permanentes na cérnea e conjuntiva. Se ele for ingerido pode
provocar toxicidade reprodutiva, mal desenvolvimento anatémico e problemas neuronais [31].

4.2. EFLUENTE TEXTIL

O efluente téxtil é a mistura dos efluentes gerados em cada uma das etapas do processo, como
alvejamento, tingimento, estampagem dos tecidos por banhos e das lavagens para remocao de
corantes e outras substancias [32]. Durante o tingimento também s3o usados tensoativos,
acidos, ases, sais, entre outros para melhorar a fixagdo das moléculas do corante na fibra téxtil,
e na etapa da lavagem sdo usados detergentes, sabdes, sequestrantes e neutralizantes [15].
Quando o efluente sai das mdquinas pode apresentar elevadas temperaturas e pH desde o
acido até alcalino, assim como diversos outros compostos [27].

Um efluente téxtil também pode estar formado por uma mistura de metais pesados (cddmio,
cromo, cobalto, cobre e zinco), hidrocarbonetos, compostos organicos halogenados (clorados,
pigmentos verdes ndo toxicos e fendis toxicos) [27]. Muitos corantes o produtos quimicos
podem ter propriedades todxicas, carcinogénicas ou teratogénicas [34]. Na Tabela 3. Sdo
apresentadas as principais etapas geradoras de efluentes téxicos fiscalizados no ano 2001 pela
Companhia Pernambucana de Recursos Hidricos (CPRH).

Tabela 3 Efluentes gerados pelas diferentes etapas do processo téxtil.

Processo Descrigio Efluentes gerados

Mercerizagio Processo fisico-quimico, onde € adicionado ao Hidroxido de sodio
material téxtil solugdes alcalina com concentracio
e temperatura controladas. Esta etapa tem por
objetiva melhorar o brilho, absor¢io de corantes e
fesisténcia.

Caustificacio Semelhante ao processo de mercerizacio porém Hidréxido de potassio e
utiliza produto quimicos em concentragdes Hidroxido de sodio
menores podendo estarem associados ao hidroxido
de potassio.

Desengomagem faz a remocio da goma aplicada nas fases de Resto de goma e produtos
preparacio dos fios para tecelagem. Pode ser feita gerados de sua decomposicio.
por trés métodos: enzimatico, por hidrélise dcida e  perdxido de hidrogénio,
por oxidacio. hipoclorito de sddio ou clorito de

sédio e produtos tensoativos
Altas taxas de carga organica

Purga Sdo utilizados para retirada das impurezas como Peroxido de hidrogénio,
Cozinhamento ceras, oleos. pectinas, cascas do tecido com o hipoclorito de sodio. tensoativos
Pré- objetivo de aumentar a hidrofilidade das fibras. e outros, além das impurezas
alvejamento Através  dos  mecanismos:  emulsificagio; retiradas no processo.

saponificacio dissolugido de materiais soliveis em
agua quente.. O que diferencia um processo do
outro € o grau de limpeza. a purga ¢ um pré-
tratamento simples, o cozinhamento ja é mais
aprofundado e o pré-alvejamento é mais apurado
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Alvejamento ¢ a descoloragio ou branquamento de materias Peroxido de hidrogénio,
téxtels. e para ter um alto grau de brancura. hipoclonito de sddio. cloro.
utilizando-se hipoclorito de sodio e perdxideo de hipoclorito, bissulfito de sédio.
hidrogénio entre outros. acido sulfirico fraco, produtos

1ensoativos, outros.

Tingimento Para colorir os tecidos sio utilizados corantes e Corantes, H,50,, hipoclorito de

pigmentos. Divide-se em trés etapas- 1- migracdo, sédio, HCI, outros)
2- absor¢io e 3- difusio/fixacio: 1 — € a migracio
do corante em meio aquoso até a superficie da
fibra; 2- onde ocorre a absorcio superficial na
fibra; 3- e difuso na qual as moléculas do corante
difunde-se no interior da fibra e a ela fixa-se.

Lavagem Lavagem dos tecidos que passaram pelos Corantes, acido acético.
processos de alvejamento e tingimento, neste detergentes,

processo € requiride a adigio de produtos
quimicos para auxiliar 00 processo  como
detergentes, sequestrantes, neutralizantes e outros.

sequestrantes e outros

Fonte: [27]

Os parametros indicadores de poluicdo ambiental sdo a demanda quimica de oxigénio (DQO),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), sdlidos totais (ST), sais, metais pesados, solidos
dissolvidos totais (SDT), solidos suspensos totais (SST), e cor do efluente téxtil [35].

Quando os efluentes sdo despejados nos corpos hidricos sem tratamento prévio, causam
disturbios metabdlicos nos organismos, interferindo nos ciclos de vida do ecossistema, e
também reduzem a penetracdo de luz o que impede a fotossintese dos organismos, e por
consequéncia a cadeia trofica é alterada, causando a eliminacdo de alguns seres vivos [36],
[37], [38].

4.3. TRATAMENTO BIOLOGICO DO EFLUENTE TEXTIL
Cerca de 20% da poluigdo de dguas no planeta é proveniente de industrias téxteis. Os métodos
fisico-quimicos ndo atingem uma remocdo completa dos efluentes téxteis, portanto é
indispensavel um tratamento bioldgico para complementar e elevar a eficiéncia do processo
de despolui¢do. O tratamento bioldgico é feito por bactérias, fungos, plantas e algas, e pode
ser feita de forma individual ou por consércios de organismos [39].

A biorremediagdo micédtica de efluentes provenientes de lavanderias industriais de roupa jeans
€ um tratamento biotecnolégico, que além de ser de baixo custo [40], por produzirem enzimas
ligninoliticas apresentam potencial em descolorir e remediar efluentes conformados por
xenobiodticos, que os degradam até formar dgua e diéxido de carbono, tornando-os inofensivos
para os organismos vivos, evitando contaminacao dos corpos hidricos [41].

Entre os fungos produtores destas enzimas oxidativas extracelulares, os basidiomicetos
demonstram ser potenciais no tratamento do corante reativo laranja 7 de dguas residuais [42],
[43], [44]. As espécies de Agaricomycetes como Coriolus versicolor, Ganoderma lucidum,

Ganoderma applanatum, Schizophyllum commune, Pycnoporus sanguineus, Pleurotus

ostreatus, Grifola frondosa, Auricularia delicata, Trametes trogii, Phanerochaete

chrysosporium e Lentinula edodes sdao fungos reconhecidos por produzir enzimas ligninoliticas
[14]. Estes fungos, conhecidos também como fungos da podridao branca sdo reconhecidos por
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degradar celulose e lignina, e tem sido usados em processos de biodegradacao de diferentes
compostos como carboidratos, compostos aromaticos, hidrocarbonetos, corantes sintéticos
[15], [17]. Coriolopsis sp. Tem a capacidade de descolorir corantes trifenilmetano sob
condicOes aerdbicas por reacdes oxidativas e em condicdes anaerdbicas por reacdes redutivas
[45].

A degradacdo da lignina acontece por ocorrer nos fungos um processo multienzimatico
resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares como as
oxidorredutases, assim como outras oxidases produtoras de perdxido de hidrogénio e por
metabolitos intermediarios de baixa massa molecular [46], [47], [48]

Os fungos sao conhecidos por ser resistentes em condig¢des dificeis de sobrevivéncia, como por
exemplo, aqueles encontrados na Caatinga pernambucana do Brasil, local que se encontra
entre o agreste e o sertdo, onde o ambiente é seco, porém os fungos tém conseguido se
desenvolver sem problemas. A facilidade que apresentam esses organismos para se adaptar
em ambientes extremos, permite que consigam sobreviver em condi¢Ges desfavoraveis [49].

Existe uma condicdo dos efluentes téxteis nas esta¢des de tratamento, que se encontra em um
ambiente ndo estéril, diferente dos efluentes sintéticos preparados em laboratério [50]. Um
efluente real sem esterilizagdo, tem uma microbiota prépria que se encontra adaptada nessas
condicdes, e pode apresentar processos de biodegradacdao de corantes maior com influencia
da atividade enzimatica ligninolitica de fungos, do que um efluente real estéril ou um efluente
sintético preparado em laboratério [51].

Quando existe influencia de uma microbiota composta de fungos e bactérias, ha um aumento
do pH alterando a atividade dos fungos [50], porém também tem acontecido que uma
microbiota composta, pode ser muito favorecida pela presenca de fungos, na porcentagem de
descoloragdo de efluentes téxteis ndo estéreis, sem necessidade de regular o pH para acido
[52], o que diminui o custo do processo, porque evita o uso de reagentes quimicos para
regular o pH. Além da biodegradacdo dos grupos croméforos, também tem sido encontrada
uma diminuicdo da toxicidade daquele efluente apds o tratamento biolégico com fungos
qguando é conservada a microbiota do efluente real ndo estéril [52].

4.4. ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Durante o tratamento bioldgico, a descoloragdo é feita por via oxidativa através da atividade
de algumas enzimas oxidorredutases que degradam lignina. A lignina (Fig. 11) é um
biopolimero que possui uma estrutura altamente complexa, e para ser degradada necessita de
um sistema diversificado de enzimas ligninoliticas, enzimas redutoras e produtoras de
perdxido de hidrogénio [41]. As enzimas oxidorredutases estdo divididas em duas classes, as
peroxidases como lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP) que usam o peréxido
de hidrogénio(H,0,) como co-substrato, e as fenoloxidases como a lacase (Lac), que ndo
depende do H,0, para atuarem porque tem o oxigénio como receptor de elétrons [53].
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Figura 11 Estrutura quimica da lignina
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Fonte: [54]

A via pela qual o fungo deverd realizar a biodegradac¢do dos corantes sintéticos presentes nos
efluentes téxteis dependera das estruturas quimicas dos corantes e outros compostos, por
exemplo, as enzimas Lac, MnP e LiP atacam as aminas aromaticas dos corantes [55], [56].

As enzimas ligninoliticas apresentam baixa especificidade pelo substrato, portanto podem ser
utilizadas na degradacdo de diversos poluentes persistentes que possuem estruturas similares
a lignina, como é o caso de corantes [57]. Para obter fontes de carbono e energia, os fungos
podem remediar o ambiente contaminado produzindo diferentes tipos de enzimas [40]. Porém
é indispensavel conhecer qual é o tipo de estresse nutricional é o mais adequado para
remediar os efluentes, ja que a biodegradacdo oxidativa é um processo complexo ndo
especifico, assim que depende estritamente das condigdes do meio de cultivo do organismo,
portanto combinar diferentes tipos de estresse é interessante para fins biotecnoldgicos [58].

4.4.1. Lacase
As lacases (Fig. 12) sdo enzimas oxidativas que tem a capacidade de catalisar compostos
aromaticos é inorganicos por redugdo do oxigénio até formar agua. Estes compostos se
encontram amplamente usados nas industrias, portanto a necessidade de biodegrada-las
torna as lacases em ferramentas muito importantes para processos de biorremedia¢do. Sua
alta estabilidade faz que esta enzima seja altamente atrativa em aplicagdes biotecnoldgicas na
degradagdo de poluentes téxteis [59].

Existem varios estudos em que as lacases imobilizadas tém degradado varios compostos
recalcitrantes, como feios, clorofenois, compostos organofosforados e corantes téxteis, como
os corantes azo sem clivagem direta das liga¢Oes azo através de um mecanismo de radical livre
nao especifico, evitando assim a formagdo de aminas aromaticas tdxicas [60].
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Figura 12 Estrutura ternaria da lacase de T. versicolor.

Fonte: Piontek et al., 2002 — TESE AUGUSTO

A catalise do substrato pela lacase acontece gracas a presenca de quatro sitios de cobre na
estrutura molecular, portanto oxidam o composto fendlico, extraindo um elétron, liberando
um radical fenoxila [61]. Nos sitios CuT,, CuT, acontece a abstracdo de elétrons por reducdo de
Cu* a Cu' (Fig. 13). Estes elétrons sdo conduzidos pelo tripeptideo His-Cys-His até os dois
sitios CuT; onde se faz uma ligacdo, formando um agrupado trinuclear que permite a reducao
de O, para H,0 retornando para sua forma nativa, esta reacdo permite que a enzima atue de
forma ciclica [62], [63], [64], [65], [66], [67].

Figura 13 Ciclo catalitico da lacase
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A atividade da lacase in vivo é determinada geralmente por testes espectrofotométricos,
usando produtos de oxidacdo fendlicos como guaiacol, 2,6-dimetoxifenol, siringaldazina e ndo-
fendlicos acido 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico (ABTS). O potencial de oxida¢do do
ABTS (Fig. 14) pode ocorrer em uma faxa de pH de 2 a 11, permitindo a coloracédo do radical
ABTS catidnico, que se mantém estavel em solucdo. E mais ventajoso usar compostos ndo-
fendlicos para determinar a sua atividade, porque substratos fendlicos podem ser oxidados
por outros compostos ndo-enzimaticos [68], [69].

Figura 14 Transformagdes redox do ABTS.
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Fonte: [70]

4.4.2. Llignina peroxidase

A lignina peroxidase (Fig. 15) foi descoberta em 1984, em culturas de Phanerochaete
chrysosporium [72]. Pertence as oxidorredutases catalisam diversos substratos em
dependéncia da presenca do peroxido de hidrogénio. Esta glicoproteina contem a
protoporfirina (IX) (heme), que é um grupo prostético presente na sua estrutura nativa da
enzima, que precisa do peroxido de hidrogénio (aceptor de elétrons) como agente oxidante,
para catalisar alcool veratrilico (preferéncia como doador de elétrons [73] e compostos
aromaticos fendlicos e nao-fendlicos gragas ao seu alto potencial redox [61], [64]. O dlcool
veratrilico € um metabolito secundario natural nos fungos, e também é o principal redutor
(doador de elétrons) que atua como mediador na catalise dos substratos recalcitrantes [74],
porque o radical catidnico deste alcool atua oxidando substratos que LiP ndo poderia interagir
diretamente [75].
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Figura 15 Estrutura ternaria da lignina peroxidase de P. chrysosporium

Fonte: [76]

O peroxido de hidrogénio extrai do grupo prostético um elétron do Fe (lll) (ferro heme)
oxidando-o para o composto | Fe (IV)" (radical catiénico deficiente de elétrons) (Fig. 16), este
composto | é reduzido pelo alcool veratrilico formando o composto Il Fe (IV)" e um radical
catiénico de dlcool veratrilico, depois o composto Il é reduzido novamente por outra molécula
de dlcool veratrilico para reestabelecer o grupo prostético formando Fe(lll) e um segundo
radical cationico de alcool veratrilico (os radicais catiénicos viram veratraldeidos) [64], [41]. O
alcool veratrilico atua como redutor da enzima e aparentemente a protege da inativacao por
excesso de H,0,.

Figura 16 Ciclo catalitico da lignina peroxidase
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4.4.3. Manganés peroxidase
A manganés peroxidase (Fig. 17) é uma enzima aparentemente limitada a certos fungos
basidiomicetos, sem ser evidenciada sua producdo em bactérias, leveduras e nenhum
basidiomiceto micorrizico. E uma glicoproteina extracelular dependente de peroxido de
hidrogénio e de ions manganés para catalisar compostos quimicos por oxidagdo. O ciclo
catalitico desta enzima é muito semelhando ao da lignina peroxidase, mas aqui, o Mn*" atua
como doador de elétrons.

Figura 17 Estrutura ternaria da Manganés Peroxidase de Phanerochaete chrysosporium

Fonte: [78]

A catdlise comega quando dois elétrons do Fe (Ill) do grupo prostético heme sdo capturados
pelo peréxido de hidrogénio formando o complexo | (Fe(lV)*-oxo-porfirina radicalar) e agua
(Fig. 18), sendo o complexo | muito instavel, ocorre imediatamente a redugdo do mesmo com
a doagdo de um elétron de Mn®* se tornando Mn** e formando o complexo Il (Fe(IV)*-oxo-
porfirina ndo radicalar); nesta fase do ciclo catalitico, a MnP se comporta como LiP, entdo pode
ser reduzida por outros doadores de elétrons. Posteriormente ocorre uma segunda redugao
com ajuda de um elétron do Mn** formando Mn*" e transoformando o complexo Il em Fe (l1l),
levando assim a geracdo da forma original da enzima; nesta ultima fase, o complexo Il é pouco
reduzido por outros substratos, portanto requer exclusivamente dos ions Mn** para completar
o ciclo catalitico [79]. A estabilidade do Mn*" acontece pela intervencdo de acidos organicos,
como o acido oxalico que é um agente oxido-redutor difuso que subtrai inespecificamente um
elétron de outras moléculas, permitndo que o Mn** sempre esteja disponivel como doador de
elétrons para a MnP [80]. Devido a inespecificidade da enzima, tanto na reducdo eletronica
para a formacgdo do complexo I, como na oxidagio de Mn*para Mn*" por outros acidos
organicos, esta enzima oxida seu substrato natural, a lignina, e varios poluentes organicos
semelhantes em estrutura quimica, como os corantes téxteis.



37

Figura 18 Ciclo catalitico da manganés peroxidase
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4.4.4. Enzimas ligninoliticas na biorremediagdo de efluentes téxteis.
Usualmente as enzimas ligninoliticas sdo usadas nas industrias de alimentos e téxteis, também
durante processos de branqueamento de celulose e no campo da biotecnologia, sdo utilizadas
para a biodegradacgao e biorremediacdo de poluentes como efluentes e corantes téxteis [63].

A producdo das enzimas ligninoliticas é estimulada nos fungos pela restricdo de nitrogénio e a
falta de adi¢do de nutrientes no meio de cultura por longo tempo [83]. A medida que o tempo
passa, os fungos esgotam os nutrientes presentes no meio de cultura, sintetizando diferentes
quantidades de enzimas nos diferentes estagios de vida. Primeiro sintetizam enzimas
intermediarias que degradam outros compostos xenobidticos recalcitrantes, embora a
producdo delas diminua com o consumo nutricional do meio. Por outro lado, a limitacdo de
nitrogénio estimula a producdo das enzimas ligninoliticas [84], que degradam grupos
croméforos dos corantes como o indigo carmim (Fig. 10), que é muito usado na indUstria téxtil.
Essas enzimas transferem elétrons até o corante para obter estatina, e apds acontecer a
descarboxilacdo se produz o dacido antranilico, como é mostrado na Figura 19. O &acido
antranilico € um aminoacido conhecido também como vitamina L pelo seu desempenho como
coenzima na producdo do leite materno [82].
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Figura 19 Mecanismo de degradagdo do corante indigo por Phormidium
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As enzimas ligninoliticas tem a capacidade de biodegradar compostos cromdforos de corantes.

A cinética enzimatica serve para determinar a velocidade que a enzima esta transformando
certa quantidade de substrato em produto, assim podem ser encontrados parametros
importantes como a constante de Michaelis Ky e a velocidade maxima de reagdo V... A Ky
indica a concentragdo do substrato para qual a velocidade da reagao é a metade da velocidade
maxima V... Portanto, o Ky, nos permite encontrar a afinidade da enzima pelo seu substrato.
A lacase sem purificar do fungo Scytalidium thermophilum apresentou uma Ky, de 2610 uM
para indigo carmim e uma V., de 613 pM/min e purificada 7440 uM e 1270 uM/min de Ky e
Vmax respectivamente [85]. Outros valores completamente diferentes foram determinados
para a cinética da lacase purificada dos fungos T. hirsuta e Sclerotium rolfsii, Ky, de 9.6 uM e
Vinax de 96400 uM/min [86]. Os valores dos pardmetros cinéticos da lacase sdo muito variaveis
os fungos ligninoliticos, portanto uma media aproximada (500 uM) de K,, entre estas duas
referencias pode ser um valor tedrico interessante para avaliar.
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4.5. IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A imobilizacdo de enzimas em polimeros é uma tendéncia vanguardista que tem obtido
resultados importantes em quanto a biotransformacao de xenobiéticos e efluentes industriais,
a descoloracdo de corantes, a biorremediacdo de solos contaminados (13). a imobilizacdo
envolve manter a biomolécula (enzimas ligninoliticas) unida ou sequestrada em um suporte
fisico, conservando sua atividade catalitica e permitindo o fluxo de substratos e produtos (35).
O maior interesse da imobilizacdo enzimatica é usar um material que nao altere a atividade
nem a estabilidade da enzima durante o processo, em compara¢dao com a forma livre [87]. As
enzimas imobilizadas apresentam vantagens sobre enzimas livres [88]. Outras vantagens a
ressaltar da imobilizacao de enzimas sao: [89]

e Pode aumentar o potencial de uma enzima, como catalisador em escala industrial;

e Pode ser utilizada como uma estratégia para estabilizar enzimas, e pode reduzir ou ndo
ter efeito na sua estabilidade;

e O micromedio ao redor de uma enzima imobilizada pode diferir daquele da forma
livre;

e Pode alongar a vida util da enzima.

4.5.1. Biopolimero quitosana

Varios tipos de materiais tém sido estudados para imobilizar enzimas, dentre eles se destaca a
qguitosana [90]. Este biopolimero é um derivado da quitina, extraido do exoesqueleto de
insetos e crustaceos, é biodegradavel e ndo téxico [91]. E reconhecido como versatil por
possuir varias propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas comparado com a quitina [92]. A
quitina (Fig. 20) é o polimero poli(B-(1->4)-N-acetil-B-D-glucosamina, e a quitosana se forma a
partir da N-desacetilacdo da quitina, processo que geralmente é incompleto, portanto para
determinar que a quitosana ndo é mais quitina, precisa se determinar o grau de acetilacdo
[93].

A quitina geralmente apresenta um grau de acetilagdao entre 70-95% que indica presenga do
acetilo entre 15-20.7%, no entanto o quitosano apresenta um grau de N-acetilagdo entre 15-
25% fazendo referéncia a 3.2-5.3% do contelddo de acetilo [94]. Por tanto o grau de N-
acetilacdo é o parametro mais importante para determinar as carateristicas funcionais e
fisioldgicas da quitosana [95], que fazem deste polimero apto para ser usado em diferentes
campos como biotecnoldgico [96], biomédico [97], alimenticio [98], [99] e farmacéutico [100],
[102]. Este biopolimero por ser um material altamente poroso, tem sido usado na biossor¢do
de corantes em efluentes téxteis [102].

Figura 20 Estrutura quimica de (A) quitina e (B) quitosana.
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A quitosana estd composta de dois grupos cromdforos, N-acetilglicosamina (GIcNAc) e a
glicosamina (GIcN), estes dois monémeros ndo tem interagdo entre si, portanto é possivel
determinar a quitsoana usando espectrofotometria [104].

4.5.1.1. Nanoparticulas de quitosana
Uma das aplicacdes da nanobiotecnologia envolve a nanoparticulas (materiais sintetizados que
ndo sdo encontrados na escala dos nanémetros) [105], [106] como suportes para realizar a
imobilizagao presenta vantagens interessantes desde o ponto de vista industrial, entre elas
estdo a maximizagdo da area superficial de contato, o aumento da quantidade de enzimas por
volume, aumento significativo da eficiéncia de transferéncia de massa [107]. Na Figura 21. se
mostra a escala de tamanho macro, micro e nano de alguns sistemas.

Figura 21 Escala referencial de tamanho macro, micro e nano.
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A geracdo de nanoparticulas aumenta a area superficial de contato, isto quer dizer que a
menor tamanho de uma particula, e maior quantidade de estas particulas nesse pequeno
tamanho, existe maior contato da area destas particulas com o meio [108].

A formacdo das nanoparticulas é baseada em intera¢des ibnicas entre o componente
carregado positivamente, como a quitosana que contem grupos amino protonados, e uma
espécie carregada negativamente, o tripolifosfato de sédio (TPP) que atua como polidnion
[109]. O TPP é agente reticulante que promove a coagulacdo por interagdo iGnica, formando as
nanoparticulas (sistemas coloidais estaveis) [109]. Para evitar a aglomera¢do e posterior
precipitacdo das nanoparticulas de quitosana formadas, é necessario trabalhar com pH acido
entre 4 — 5 [110], e considerando que as enzimas ligninoliticas sdo mantidas estaveis em
tampdes de pH acido (Lac — pH 5; LiP — pH 3; MnP — pH 4.5), o complexo enzima-quitosana (Fig.
22) se mantem estavel.
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Figura 22 Complexo de enzimas imobilizadas em nanoparticulas de quitosana
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Na imobilizacdo, as enzimas aumentam a concentracdo efetiva na solu¢ao, aumentando a taxa
de reacdo, isto é que por estarem mais juntas entre a rede da nanoparticulas, captam os
substratos que se encontram dispersos na solucdo, para os locais de ligacdo especificos na sua
estrutura, mantendo esses componentes préoximos um do outro, e essa proximidade é a que
gera o aumento da taxa de atividade enzimatica na solucdo [111].

4.6. CARATERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

4.6.1. Espectroscopia Ultravioleta Visivel (UV-Vis)
A espectroscopia UV-vis é uma das técnicas mais utilizadas para andlises quimicas. A medicdo
da faixa de comprimento de onda entre o visivel e o ultravioleta permite a caracterizacdo dos
materiais, devido as informag¢des qualitativas e quantitativas que refletem sobre varias
espécies inorganicas e organicas [112].

A faixa de comprimento de onda (A) para luz ultravioleta usada na pratica varia de 190 a 380
nm e a faixa de comprimento de onda da luz visivel estd entre 400 e 800 nm (Fig. 23).
Portanto, o principio da espectroscopia UV-visivel envolve a absor¢do da radiagdo visivel no
ultravioleta para uma molécula na faixa de A entre 190 e 800 nm [112].

Figura 23 Espectro de luz visivel
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Essa técnica é utilizada para a caracterizagdo de nanomateriais, pois permite saber se o
processo de sintese resultou na formag¢do de nanoparticulas. A posi¢do e a forma do pico de
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absorcao dependem de alguns fatores, como o tamanho, a forma e a dispersdo dos tamanhos
dos PNs, além das substancias absorvidas na superficie dessas particulas [113].

4.6.2. Espectro Dinamico de Luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz é uma técnica fisico-quimica usada para determinar a
distribuicdo de tamanho de particulas em suspensao de acordo com a varia¢do na intensidade
da dispersdo ao longo de um periodo de tempo (Fig. 24). Essas flutua¢des permitem medir os
coeficientes de difusdo de particulas que se mexem sob um regime browniano. O movimento
browniano é o movimento aleatdrio das particulas dado pela colisdo constante com as
moléculas de solvente, como consequéncia desse movimento as posicOes das particulas
diferem constantemente causando variacdes nas condicdes de interferéncia e intensidade de
dispersdao. As pequenas particulas se movem rapidamente, o que gera uma aceleracdo na
variacdo da intensidade de dispersdo, enquanto as grandes particulas se movem lentamente,
causando variagcdes mais lentas [114], [115].

Figura 24 Representacgao grafica das flutuagdes de intensidade segundo o tamanho das
particulas. (A) particulas grandes, (B) particulas pequenas.
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O equipamento DLS calcula o raio hidrodinamico (Fig. 25) que inclui o didametro das particulas
junto com todas as estruturas que estdao em sua superficie, que geralmente é a cobertura do
estabilizador, ions absorvidos na superficie ou algum material imobilizado. O pico de absorcdo
muda para a direita (comprimentos de onda mais longos), a medida que o tamanho dos NPs
aumenta [113].

Como o radio hidrodinamico é determinado por DLS, outras técnicas como o MEV, podem
definir o didametro da particula sem elétrons ou estruturas presentes na superficie [115].
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Figura 25 Radio hidrodinamico d(H) determinado por DLS.
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4.6.3. Potencial Zeta

O potencial elétrico de uma solucdo depende das cargas positiva e negativa do coloide, e da
carga positiva o negativa da atmosfera onde se encontra esse coloide, mas as duas cargas sao
opostas. O valor do potencial elétrico tem um valor maximo na superficie que diminui
gradualmente com a distancia (Fig. 26 (B)), se aproximando a zero fora da capa difusa (Fig. 26
(A)). A queda do potencial estd em fun¢do da distancia entre os coloides, essa queda é o
indicador da forca de repulsdo entre os coloides de igual carga e a distancia onde estas forgas
comegam interagir (Potencial Z).

Figura 26 (A) Camada difusa (atmosfera carregada) rodeando ao coloide, (B) Potencial Zeta
contra Potencial Superficial.
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O ponto de unido das camadas difusas e de Stern é onde se mede o potencial Z, que é muito
importante para determinar a carga da nanoparticulas formadas. As nanoparticulas de
quitosana geralmente tem carga entre +20 e +50 mV. Esta técnica permite controlar de forma
efetiva o comportamento do coloide na imobilizagdo enzimatica, porque permite detectar
cambios no potencial da superficie e nas forcas de repulsdo entre os coloides [117].
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4.6.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
A Microscopia Eletrénica de Varredura (Fig. 27) é um instrumento multipropdsito muito
utilizada em diferentes pesquisas, sejam basicas ou aplicadas. E uma técnica que permite a
observacdo e caraterizacdo de materiais de diferente origem, como mineral, vegetal, animal,
etc. O funcionamento deste microscopio se baseia na emissdo e interacdo de feixes de
elétrons sobre uma amostra, sendo possivel mostrar a sua morfologia, organizacdo e
composicao quimica [118].

A amostra consegue ser visualizada através dos elétrons que sdo espalhados que sdo
detetados com uso de citaladores, proporcionando informacgao sobre a topografia, morfologia,
composicao, orientacdo, informacao cristalogréfica, etc., do material. A morfologia indica a
forma e tamanho, e a topografia indica as carateristicas da superficie como sua textura,
suavidade ou aspereza. A composicdo mostra os elementos e compostos que formam o
material, e a cristalografia permite conhecer a organizacdo dos atomos nos materiais da
amostra [89], [119], [120], [121]. MEV ndo proporciona informacdo da estrutura interna [122],
mas permite determinar se tém acontecido altera¢cdes nas estruturas das amostras apds
experimentos de modificacdo na superficie com moléculas de diferente natureza [89].

Figura 27 Configuracao interna e externa do MEV
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O MEV apresenta intervalo bastante abrangente na sua escala de observacgdo, variando da
ordem de grandeza do milimetro ao nanémetro [118].

A utilizagdo do MEV como técnica complementar, pois além de possibilitar a obtencdo de
imagens com alta resolucdo é também capaz de fornecer informacdes importantes relativas a
composicdo quimica das feigdes analisadas [124].

4.7. MODELO BIOLOGICO Artemia sp.
Artemia sp. é um pequeno crustdceo que vive em ambientes aquaticos de alta salinidade. Eles
sdo um elemento fundamental no grupo do zooplacton, especialmente em ambientes
estuarinos, sendo um fator importante dentro da faixa trdfica. A Artemia sp. é considerada
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adequada para agua salgada continental e é encontrada na América do Norte, América Central
e do Sul [125], sua taxomnomia se encontra na Tabela 4.

Tabela 4 Taxonomia de Artemia sp.

Taxonomia de Artemia sp.

Reino Animalia
Filo Artrépoda
Classe Crustacea
Subclasse Branquiopoda
Ordem Anostraca
Familia Anostraca
Género Artemia

Fonte: Adaptada de [126].

Diferentes autores conseguiram demonstrar que esse organismo se comporta como um
biossensor da poluicdo aqudatica em ambientes marinhos e, como resultado, tornou-se um
elemento fundamental para estudos de toxicidade Artemia sp. [127]. E um organismo que
pode ser adquirido como ovo encapsulado, que requer reidratacdo subsequente em
laboratério e, dessa forma, é possivel obter populacdes homogéneas de individuos muito
capazes de serem utilizados em estudos de toxicidade, além de ser uma alternativa barata,
facil de eclodir, simples e rapido em comparagdo com os peixes [125].

As artemias sdo organismos de grande mobilidade, tém uma aparéncia translicida e brilhante,
sua cor pode variar entre quase transparente e vermelho escuro, dependendo da comida
fornecida e do grau de oxigenacgdo da d4gua em onde se encontra. Eles sdo visiveis e, portanto,
faceis de capturar para testes de toxicidade [128].

Artemia sp. tem sido utilizada em vdrios testes de toxicidade de drogas [129], contaminantes
da 4gua como hidrocarbonetos [130], produtos de limpeza [125], alguns compostos e
elementos quimicos [131], [132] e até para demonstrar a toxicidade das nanoparticulas [133].

A incubagdo das artemias possui varios parametros criticos para obter uma eclosdo ideal de
Seus ovos:

e Temperatura: a temperatura deve variar entre 25 e 30 °C, ja que a eclosdo abaixo de
25 °C é considerada extremamente lenta e acima de 30 °C o metabolismo dos cistos
para irreversivelmente [134].

¢ Salinidade e pH: a 4gua do mar é usada para incubacgdo ideal, no entanto a salinidade
pode variar de 35 a 170 g/L, dependendo das condi¢cdes de cada laboratério [129]. Em
relacdo ao pH, é considerado um intervalo recomendado de 8 a 10 para incubagdo
[134].
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e Oxigenagdo: oxigenacdo de 2 mg/L até a saturagdo de oxigénio ser considerada
adequada para a eclosdo ideal [134].

e Jluminagdo: a iluminacdo nas primeiras horas de hidratacdo dos cistos é essencial para
atingir a eclosdo maxima; portanto, é aconselhdvel manter a iluminacao entre 1000 e
2000 lux na superficie da agua [134].

O ciclo de vida das artemias comeca com a eclosdo do ovo que foi hidratado em laboratério, o
primeiro estado larval é conhecido como nauplii (Fig. 28 (A)), que se desenvolve dentro de 24 a
36 horas apods a eclosdo e mede 300 a 400 microns. As artemias adultas (Fig. 28 (B)) podem ter
entre 1 e 1.5 centimetros de comprimento [130].

Esse microcrustaceo se alimenta por filtracdo ndo seletiva do meio onde se encontra, filtrando
grandes quantidades de diferentes materiais do ambiente onde se encontra, como corantes e
compostos xenobidticos recalcitrantes presentes em efluentes téxteis [135].

A avaliagdo ecotdxica com Artemia sp. consiste em expor nauplii a amostra biorremediada por
24 e/ou 48 horas, e a andlise é realizada por meio da quantificagio da mortalidade de
individuos naquele periodo de exposicao [136].

Figura 28 Artemia franciscana, (A) nauplio (48 horas); (B) artemia adulta.

Fonte: [137]

4.7.1. Analise ecotdxico do substrato de impressao
Atualmente, as pesquisas visam fabricar produtos menos agressivos e poluentes com o meio
ambiente, de modo que a produgao de materiais biodegraddveis é uma tendéncia atual [138].

A celulose é o polimero mais abundante na natureza, pelo qual seus derivados tém sido
investigados como possiveis materiais biodegradaveis. A celulose natural ndo é facilmente
processada, mas modificagdes quimicas em sua estrutura altamente ordenada podem torna-la
um material biodegradavel; o acetato de celulose (AC) (Fig. 29) é um exemplo de polimero
natural modificado que foi estudado como biomaterial [138].
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Figura 29 Estrutura quimica do acetato de celulose

—
TV
=

o
T
jﬁ
o
b

0
o
%CH?SC\I'(D

a _n

Fonte: [138]

O Ac é geralmente preparado a partir de celulose natural, obtida de fontes de madeira ou de
fibras curtas de algoddo, uma vez que possuem um alto teor de a-celulose (95% em peso ou
mais), por meio de uma reagao de acetilagdo com acido acético [139].

AC é um éster de 4cido acético que possui uma ampla gama de propriedades e aplica¢des. E
comumente usado como base para filmes fotograficos, fabricacdo de brinquedos, filtros de
cigarro, armacgées de 6culos, producdo de membranas de separagdo, cabos de ferramentas,
entre outros, dependendo do grau de substituicdo de grupos hidroxila na unidade de glicose
monomeérica [139].

Os ésteres de celulose estdo sendo reavaliados como fonte natural de termoplasticos
biodegradaveis e geram biomateriais com eles, uma vez que, através de estudos, demonstrou
gue eles podem ser biodegradaveis e gerar produtos ambientalmente seguros [139].

As substancias quimicas que serdo usadas em alguma produgdo para uso posterior, como a AC,
devem ser previamente avaliadas por bioensaios para confirmar a possivel toxicidade que
pode ser gerada em um ecossistema. Os efeitos téxicos geralmente avaliados sdo mortalidade,
imobilidade, disturbios comportamentais, entre outros; que permitem observar se o produto
quimico utilizado gera ou ndo impactos ambientais [125].

Um dos organismos utilizados como biossensores de toxicidade é o Artemia sp., um dos
biomodelos mais utilizados em estagios preliminares de pesquisa de novos produtos desde
1982 [137].

4.7.1.1.  Andlise ecotoxico do corante indigo carmim e do efluente téxtil
biorremediado

Apds a biorremediagdo realizada com células livres fungicas, é de suma importancia realizar
bioensaios para confirmar uma a possivel toxicidade que pode se gerar em um ecossistema
[140]. A avaliagdo também é realizada pelo andlise da mortalidade, imobilidade, alteragdo
comportamental da artemia, entre outros. Isso permite observar se o material tratado
biologicamente gera impactos ambientais [141]. A Artemia sp. € um dos modelos biolégicos
indicadores mais comuns nos testes de ecotoxicidade [142], [143], e é recomendado pela FAO
[126]. Para evitar a influencia de outros fatores na avaliagdo, apds a eclosdo dos cistos, os
nauplius de Artemia sp. devem permanecer em O6timas condigdes de eclosdo, como
temperatura, salinidade, pH, oxigenacdo e iluminacdo [134].
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4.8. IMPRESSAO DE FLUIDOS SOB DEMANDA - Drop-on-Demand (DoD)
A microfluidica é uma ciéncia multidisciplinar que estuda sistemas que permitem a
manipulagdo de quantidades muito pequenas de fluido (10° até 10™ litros), empregando
canais de tamanhos de poucos ou centenas de micras [144]. Essa versatilidade contribui a
geracdo de dispositivos nas areas da Quimica, Fisica, Biologia, Ciéncia dos Materiais,
Biotecnologia, Mecanica, entre outras, para melhorar a qualidade de vida dos seres vivos
[145].

Desde a década dos 80’s tem aumentado o desenvolvimento de novos dispositivos por
microfluidica, e atualmente novas tecnologias de impressdo de gotas individuais sob demanda
(Drop-on-Demand, DoD), especificamente a tecnologia de DMP ™, permite o desenvolvimento
de produtos inovadores no campo da nanotecnologia por meio da microfluidica, a fim de
aproveitar as propriedades dos materiais micro e nanométricos, para fabricar por
escalonamento dispositivos com diferentes fung¢ées [145].

A serie de vantagens que apresenta a microfluidica sdo a otimizacdo o consumo de amostras e
reagentes, permite uma alta resolucdo de impressao, diminui o tempo de andlise o que baixa o
custo. Os sistemas microfluidicos tém um melhor controle gracgas a seu pequeno tamanho e ao
fluxo laminar. Os microcanais tém um nuimero de Reynolds muito pequeno, geralmente menor
a 100, que evita a turbuléncia nos fluidos o que favorece sua manipulacao [144].

As impressoras DoD podem usar atuadores térmicos ou piezoelétricos para a gera¢do de gotas
individuais. No caso dos atuadores piezoelétricos, as gotas sdo formadas pela propagacdo de
um pulso de pressdao originado nos bicos de impressdo, mediante a oscilacdo mecanica
controlada de um cristal piezoelétrico em cada bico de impressdo. O pulso de pressao é
controlado pela diferenca de potencial elétrica aplicada (sem aquecimento), e precisa superar
a forca da tensdo superficial que retém as gotas, porque a formacdo delas depende da
combinacdo dessa forca com o fluxo de retorno do liquido ao reservatério que contem o
fluido. As gotas sdo posicionadas gracas a estatica do substrato de impressdo e ao movimento
do cabecote de impressao (Fig. 30) [146].

Figura 30 llustragao esquematica da operacdo de uma impressora DoD com atuador
piezoelétrico.

i Atuador
piezoelétrico

o}
i Substrato
Gotas posicionadas sobre o substrato estatico pelo movimento do cabegote de impressdo

Fonte: [146]
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Os volumes nas impressoras DoD podem ser desde 10 pL (picolitro = 10™2) até 0.1 fL (fentolitro
= 10", gerando gotas de 21 um até 0.1 um de didmetro correspondentes ao didmetro dos
bicos, e podem ser ejetadas a taxas de até 20 kHz. A medida que as gotas sdo menores, a
resolucdo da impressdao aumenta [146].

A ejecdo do fluido de impressao pode ser feito camada por camada, gerando uma impressao
em 3D, seguindo um padrdo de impressdao 2D desenhado em preto e branco. Portanto, a
técnica DoD permite precisao e reprodutibilidade de impressao, utilizando de diversos fluidos
com interesses funcionais sobre diversos substratos [146].

A tecnologia de impressdao do DoD teve muitos avangos na ciéncia, devido a grande variedade
de materiais (Fig. 31) que podem ser impressos para gerar dispositivos com uma ampla
variedade de aplica¢des [147].

Figura 31 Exemplos de materiais imprimiveis mediante impressoras DoD.
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Fonte: [147]

A bioimpressdo é definida como o uso da tecnologia de impressdo para gerar estruturas e
dispositivos desenhados, mediante a nanomanipulacdo de componentes bioldgicos [148],
[149]. Nos campos da biologia e a medicina, tém aumentado o interesse de diversas aplica¢gdes
como biossensores baseados em células, reproducdo da fungdo complexa de érgdos por
engenharia de tecidos, implantes de dispositivos fabricados de células ou de assisténcia
externa para 06rgdos, assim como sensores baseados em enzimas [150], [151], [152]. A
bioimpressdo também tem sido utilizada para sintetizar outros biossensores baseados em
oligonucleotideos [153], [154], DNA e anticorpos [155], [156]. A vantagem mais promissora da
bioimpressdo usando tecnologia DoD é a diminui¢do do custo de produgdo, pela a otimiza¢do
do fluido devido a eliminacdo desperdicios usando-o onde é unicamente necessario, e permite
uma resolucdo espacial muito maior, facilitando a fabricacdo de sensores de menor tamanho
[157).
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4.8.1. Impressora de materiais Dimatix Materials Printer (DMP 2831)

A impressora DMP (2831) (Fig. 32), utiliza cartuchos descartaveis com 16 bicos de jateamento
controlados individualmente pelas curvas de potencial de cada cristal piezoelétrico,
permitindo gotas de 5 a 254 um, dependendo do angulo de inclinacdo da cabeca de impressao,
e em funcdo da resolucao (até 5080 DPI) do padrdo a ser impresso, o volume da gota é
determinado pelo didametro do bico de impressdo utilizado. O substrato de impressao (acetato
de celulose) pode ser fixado por vacuo, e o jateamento do fluido é controlado pelo software da
impressora, acoplado ao hardware que contem cdmeras para monitoramento visual do
jateamento das gotas com filmagem estroboscdpica (Drop Watcher) e cdmera de inspecdo da
qualidade da impressado (Fiducial Camera) [147].

Figura 32 Impressora Dimatix Materials Printer (DMP-2831-FUJIFILM).

Fonte: [158]

4.8.2. Fluido de impressao
A impressao de fluidos exige um método de preparacdo que permita controlar a geracdo de
materiais em escala nanométrica, gragas aos efeitos quanticos associados as interagdes entre
atomos, caso esse controle ndo seja mantido nos materiais utilizados na impressdo assim
como os parametros recomendados, podem se gerar mudancas nos fluidos de interesse [147].
Para evitar esses danos, sdo recomendados os parametros de impressao que garantem a
qualidade e a reprodutibilidade da impressao detalhados na Tabela 5.:

Tabela 5 Parametros de controle recomendados para impressao DoD de fluidos com atuagao
piezoelétrica, na impressora DMP 2831 — Fujifilm.

Parametro Medida

Viscosidade 10— 12 cP a temperatura de jato

Tensao superficial 28 —33 x 10° N a temperatura de jato

Baixa volatilidade Pontos de ebuli¢do sobre 100 °C

Densidade Gravidade especifica maiora 1

Gases dissolvidos Os fluidos ndo podem ter altas concentragdes de gases dissolvidos
Tamanho particular 1/100 do didmetro do bico

Acidez y alcalinidade Valores de pH entre 4 -9




51

pH 4-9

Volume do reservatério | 1.5 mL

Volume da gota 1-10pL

Diametro do bico 9-21um

Numero de bicos 16

Espagamento dos bicos 5 um em cartucho inclinado a 1.1° e 254 um a 90°

Fonte: Adaptada de [159]

Outros parametros importantes para a impressdo ideal sdo a solubilidade, ponto de ebuli¢do
dos materiais e solventes de impressao, e a adesdo desta ao substrato [147].

Inicialmente o fluido é expulso formando uma coluna liquida que vai ser quebrada pela a¢do
da tensdo superficial dos atuadores piezoelétricos, para formar a gota. . O comportamento do
fluido (newtoniano e ndo newtoniano) também pode afetar a formacdo da gota. Os fluidos
newtonianos sdo aqueles em que sua viscosidade ndo é afetada pela sua natureza fisico-
guimica, portanto sdo independentes de uma tensdo de cisalhamento aplicada. A viscosidade
pode variar pela sua pressdo e temperatura, assim que pode se considerar como uma
constante da lei de Newton da viscosidade [160], ecuagdo (1):

d
Tyx = I]di; = constante (1)

Onde t € a tensdo de cisalhamento, n é a viscosidade dindmica e (dv,)/dy é o gradiente de
velocidade. Fluidos de comportamento newtoniano geram apenas uma gota como se indica na
Figura 33 [147].

Figura 33 Formagao das gotas de fluidos newtonianos na impressora DMP 2831 - Fujifilm

W

Fonte: [147]

Os fatores que influenciam sobre o fluido durante a impressao, podem afetar as moléculas
bioldgicas frageis, diminuindo a atividade enzimatica, porém o dano pode se eliminar
adicionando trehalose no fluido de impressdo, aumentando sua viscosidade sem passar dos
limites dos parametros descritos na Tabela 5 [161].

Presume-se que a reduc¢do do dano da atividade enzimatica é devido a um enlace extenso de
hidrogénio entre os aglcares e a enzima, assim a trehalose é um estabilizador excepcional que
protege a conformagdo da proteina cuidando do sitio ativo, amortecendo-a contra a
desnaturacdo induzida pela pressao durante a impressao [161].
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A formacdo das gotas é dependente da natureza e comportamento do fluido, por tanto
este pode ser caraterizado por grandezas adimensionais antes da impressdao. Os nimeros
de Reynolds (Re), Weber (We) e Ohnesorge (Oh) permitem definir se o fluido se encaixa
na regiao de impressao. O inverso de Oh é o valor Z, e um intervalo de Z define uma faixa
de impressdo. A regido de impressdo é delimitada por quatro retas no grafico We x Re
[146].

As equacgdes para definir estes nimeros sdo:

vxaxp

Re = (2) ; We = ———

n o
Onde v é a velocidade de impressao, a é o diametro do bico do cartucho de impressao, p é a
densidade, n é a viscosidade dindmica e o é a tensao superficial do fluido.

Dividimos a raiz quadrada da equacédo (3) por (2), e encontramos o numero de Ohnesorge (4);

We @ ;  oh= L= ()

Oh = Tape

A regido de impressao Z (6) é definida pelo inverso do niumero Oh:

Z = % (6) , portanto Z = @ (7)

Assim sabemos que a avaliacdo da geracdo estavel das gotas depende dos parametros:
diametro do bico do cartucho de impressao, da densidade, tensao superficial e viscosidade do
fluido. Também é importante considerar a velocidade de impressao. O valor adimensional da
regido de impressao (Fig. 34) deve estar no intervalo 10 > Z > 1 para obter uma gota estavel
[162].

Figura 34 Representac¢ao dos da influencia dos nimeros Re e We na regiao de impressao.
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Fonte: [163]

Uma gota satélite (Fig. 35) pode ser formada durante a caida da gota do fluido, a gota satélite
tem um volume muito pequeno que se desprende da gota principal de impressao e que pode
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comprometer a qualidade da impressdo. Uma estratégia para diminuir a formacao das gotas
satélites € aumentando a viscosidade do fluido (com aglcares por exemplo), para estabilizar a
cauda do fluido, embora diminuindo Z. Valores de Z muito baixos evita a ejecdo da gota, e
valores muito altos aumenta a tendéncia da forma¢do de um nimero grande de gotas satélites
além da gota principal [163].

Figura 35 Formagdo de gotas satélites
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Fonte: [147]

A regido de impressao pode ser verificada via on-line mediante o aplicativo de Steven Habbott.
No aplicativo (Fig. 36) podem ser colocados os parametros do fluido imprimivel, para poder
reajusta-lo se for necessario para garantir que este se encontre dentro da regido imprimivel.

Figura 36 Aplicativo de Steven Habbott. Fluido imprimivel cumpre com os parametros e se
encontra dentro da regiao de impressao.
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Fonte: [164]

O ponto vermelho mostrado na Figura 36. indica que aquele fluido se encontra na regido de
impressdo (verde), e na parte inferior se observam os pardmetros do fluido. Portanto é
possivel saber se o fluido serd imprimivel e reajustar algum ou alguns dos parametros de
forma especifica, para converté-lo em imprimivel.
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4.9. ATIVIDADE ENZIMATICA APOS IMPRESSAO

A atividade enzimdtica pode ser medida apds impressdo para saber se existem mecanismos
conduzem a sua reducdo. Entre os mecanismos para detectar essa atividade, se encontra a
fluorescéncia simples. Peroxidases de rabano picante foram marcadas com sal de fluoresceina
sodica antes da impressdo. Depois da impressdo se colocou o substrato para aquela enzima
sobre o fluido impresso, e foi medida a fluorescéncia no espectrofotometro, a absorbancia
indicou a presenca de atividade enzimdtica [161]. Em outro experimento com peroxidase de
rabano silvestre, a atividade enzimdatica foi medida usando 5 milhdes de gotas impressas (50
pL de amostra) dentro de um copo, e depois se adicionou o substrato ABTS (acido 2,2 -azino-
bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico). Foi medida a atividade por espectrofotometria ao longo do
tempo apds um minuto de reacado [165].

A desnaturacdo das proteinas é o produto do desdobramento e da desorganizagdo
tridimensional da estruturas secundaria e terciaria, gerando uma mudan¢a na conformacao
das proteinas pela perturbacdo gerada nas interagdes que as estabilizam, e portanto também
sdo alteradas suas propriedades fisioldgicas. Pode existir uma desnaturagdo reversivel, mas em
sua maioria ficam permanentemente alteradas (desnaturagdo irreversivel) [166]. A
desnaturacdo pode acontecer por métodos fisicos com aquecimento, agitacdo, vibracgdo,
radiacGes ultravioleta ou visivel, raios X, ou agentes quimicos como acidos e bases fortes,
solventes organicos (etanol ou acetona), detergentes, solucBes concentradas de ureia e
cloreto de guanidina e metais pesados (chumbo ou mercurio) [167], [166].

A forma nativa de uma proteina possui ligacGes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas,
interacGes de Van der Waals, que se sdo desestabilizadas, prejudicam a funcionalidade
biolégica [166]. A desnaturacdo acontece quando sdo interrompidas as ligacdes de hidrogénio
da estrutura secundaria, e as interacdes de cadeia lateral da estrutura terciaria como pontes
salinos, ligacOes dessulfuro, interagdes hidrofdbicas ndo polares e mais ligacGes de hidrogénio
[168], assim diminuem as ligacdes que mantem estaveis as estruturas e o tamanho das
estruturas enzimaticas também diminui [167].

O método de Bradford para determinar proteinas totais, consiste na ligacdo do corante Azul
brilhante de Coomassie G-250 com a arginina (grupo funcional amino primario), e grupos
funcionais basicos (histidina e lisina) ou aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) das
cadeias laterais das proteinas de alto peso molecular [169], gerando uma reacdo de
modificagdo do pH que desloca o equilibrio do corante para a forma anibnica que absorver o
espectro de luz em 595 nm [169]. A ligagdo ocorre em dois minutos, e pode durar até
aproximadamente duas horas [170].

O azul brilhante de Coomassie G-250 nao se liga a aminoacidos livres, proteinas de baixa massa
molecular e péptidos, ligando-se unicamente a proteinas na forma de macromoléculas [171],
portanto como a desnaturagdo diminui o tamanho das estruturas secundaria e terciaria das
enzimas, o corante nao consegue se ligar e ndo é detectado a 595 nm.

Os acglcares que sdo muito utilizados para estabilizar enzimas [161], ndo interferem com o
reagente de Bradford [169], portanto pode ser usado para medir a presenga das enzimas ndo
desnaturadas apo6s a impressao.
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5. MATERIAIS E METODOS

A coleta do efluente téxtil foi realizada em uma lavanderia no municipio de Caruaru.
Inicialmente se recolheu do tanque 1 amostras em diferentes profundidades, colocou-se num
recipiente, sendo a mistura homogeneizada para formar uma amostra composta, e se manteve

em camara fria até seu uso (Fig. 37).

Figura 37 Método de coleta do efluente téxtil na estacao de tratamento de lavanderia no
municipio de Caruaru-PE.
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Fonte: Autoria prépria

5.1. CARATERIZACAO DO EFLUENTE TEXTIL
Os parametros fisico-quimicos do efluente da lavanderia de industria téxtil coletado foram
analisados no Instituto de Tecnologia de Pernambuco — ITEP, como se indicado em [172].

A fermentacdo liquida e a descoloracdo foram feitas em duas fases | e |l, para selecionar os
fungos com as melhores porcentagens de descoloracao.

5.2. FERMENTACAO LiQUIDA

Na fase | da pré-selegdo os 7 fungos (Hjortstamia crassa (BDNA 2221), Loweporus tephroporus
(BDNA 2923), Lentinus (BDNA 2925), Poroide ressupinado (BDNA 2926), Schizophyllum
commune (BDNA 3213), Lentinus besteroi (BDNA 3217) e Polyporus phylipinensis (BDNA 3236))
foram isolados e reativados a 30 2C em placas Petri com meio de cultura dgar Malte (Extrato
de malte 20 g/L; glicose 20 g/L; peptona 1 g/L; agar 20 g/L; agua destilada 1000 mL)
enriquecido com pdé de madeira da espécie, previamente esterilizado duas vezes em autoclave
(Fig. 38).

Figura 38 Reativacdo de 7 espécies de Agaricomycetes coletados entre 2010 — 2014.
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Posteriormente o crescimento experimental inicial foi feito em placa com agar Sabouraud por
20 dias na mesma temperatura. Apds disso, os fungos foram sometidos a estresse nutricional
por limitacdo de nitrogénio, passando discos (6 mm de didmetro) de gelose de cada fungo por
separado, colocando trés discos para cada 50 mL de meio Kirk (Extrato de levedura 0.1 g/L;
KH,PO, 0.2 g/L; MgS0, 0.05 g/L; MnSQO, 0.016 g/L; CuSO, 0.049 g/L; 4gua destilada 1000 mL)
em frascos Erlenmeyer de 250 mL sem condi¢Oes de esterilidade. Usaram-se trés tempos de
experimentacdo, T1, T2 e T3 de 1, 4 e 7 dias respectivamente, a 30 2C em auséncia de luz e
com 150 rpm de agitacdo constante (Fig. 39).

Figura 39 Fermentacao liquida e descoloragdo do corante indigo carmim e do efluente téxtil
(fase 1)
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Fonte: Autoria prépria

Na fase Il, foram usados dois tempos de crescimento inicial (Ci1 e C;2) em agar Sabouraud, de
20 e 45 dias respectivamente, a 30 2C e sem adi¢ao de nutrientes. Para a limitacao de
nitrogénio se mantiveram os mesmos parametros experimentais durante 24 horas.
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5.3. DESCOLORACAO
Inicialmente foi definido o comprimento de onda para o corante indigo carmim e para o
efluente, mediante a construcdo das curvas de calibracdo com dados obtidos de uma
varredura feita por espectrofotometria.

Durante a experimentagdo, a coloragao foi medida no espectrofotdmetro considerando como
coloragdo maxima (100%) o valor da absorbancia encontrado no corante diluido em agua e no
efluente sem tratamento (controle inicial), e subtraindo deste os valores de absorbancia
determinados ao longo do tratamento (controle no tempo e demais amostras). Depois os
valores encontrados foram expressos em porcentagens. Finalmente, a porcentagem de
descoloracdo foi determinada usando o valor oposto da coloracdo dentro da faixa de 100%.

Na fase | da pré-selecdo, apds a fermentacdo nos tempos T1, T2 e T3, os discos de gelose de
cada fungo foram separados dos extratos enzimaticos por filtragdo a vdcuo com uso da bomba
de vacuo EXIPUMP e papel filtro qualitativo UNIFIL, e foram colocados trés discos por cada
frasco Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL do corante indigo carmim 50 ppm (50mg/L), ou com 50
mL do efluente industrial puro por 10 dias, mantendo as condi¢cbes experimentais de
temperatura, luz e agitacdo, sem esterilidade. Durante esse tempo, foi quantificada a
descoloracdo mediante o registro da absorbancia por espectrofotometria a cada trés dias em
665nm. No final da fase |, foram escolhidos quatro fungos pelas melhores porcentagens de
descoloracdo apresentadas no tempo analisado.

Na fase Il da pré-selecdo, apdés a fermentacdo de 24 h, foi replicada a metodologia de
descoloracdao da fase I, mas o crescimento fungico foi de 28 dias para os quatro fungos
escolhidos. Ao finalizar a fase Il foram escolhidos dois fungos segundo as porcentagens de
descoloracdo apresentadas em cada tempo analisado, e seguindo o utilizado no ensaio de
crescimento inicial (Ci1 e C2). Os controles negativos foram o corante indigo carmim 50 ppm
ou efluente téxtil sem fungo, e os controles iniciais foram os controles abidticos medidos no
comeco do ensaio.

5.4. ECOTOXICIDADE EM Artemia sp. (HIGH 5 - INVE)

O corante 50 ppm e o efluente tratados biologicamente pelos fungos durante a fase Il da pré-
selecdo por descoloragdo, foram testados em Artemia HIGH 5 — INVE para verificar se o
produto biotratado pode ser tdxico nos ecossistemas aquaticos. A eclosdo dos cistos foi
realizada no incubador Artemio JBL. Foi colocado 500 mL de 4gua salina 3% (p/v), usando sal
grosso sem iodo, preparada a pH 8.1 e acrescentando 1 g de cistos do microcrustaceo,
mantendo temperatura constante de 27 2C e 2000 lux de luminescéncia por 48 h, monitorado
com o luxémetro SMARTER LUXMETER 1.0.1 VERSION DE SMART TOOLS®. Apés a eclosdo, as
artemias foram colocadas em uma placa de microtitulacdo de 24 pocos, 5 individuos por pogo,
e se adicionou 1 mL da amostra. Como controle branco foi usada a solu¢do salina com o
mesmo pH, o controle inicial foi corante 50 ppm recém preparado ou o efluente puro, e o
controle no tempo foi o corante 50 ppm ou o efluente que foram usados como controles
negativos nas fases | e Il. A supervivéncia de Artemia sp. foi avaliada durante 5 dias [173]. O
ensaio foi monitorado por lupas para poder observar os individuos sem movimento (mortos).
(Fig. 40).
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Figura 40 Avalia¢ao da ecotoxicidade em Artemia HIGH 5
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Fonte: Autoria proépria

O suporte onde foram impressas as enzimas imobilizadas em nanoparticulas de quitosana, foi
o acetato de celulose. Para descartar que o suporte seja toxico, em uma pesquisa anterior
testamos discos de 6 mm de diametro nas artemias como foi descrito em [174].

5.5. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DOS FUNGOS
Todos os fungos usados nessa pesquisa foram coletados e identificados morfologicamente em
campo entre os anos 2010- 2014. O fungo F1 foi coletado por Lima-Junior, N.C. no ano 2013, e
o fungo F5 foi coletado por Lira, C.R.S. em 2015.

Com o uso do microscépio 6tico (OPTON) se encontrou grampos de conexdo nas hifas dos
fungos selecionados (F1 e F5) na fase Il da pré-selecdo por descoloragdo. Para os analises
enzimaticos foram identificados molecularmente os géneros dos fungos, e foi adicionado a
pesquisa um terceiro fungo padrdo para descoloragao, o Phanerochaete chrysosporium, que
também foi identificado pela metodologia descrita em [175].

5.6. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS E ATIVIDADE DE ENZIMAS DEGRADADORAS
DE LIGNINA

Depois da sele¢do dos dois fungos, ao ensaio foi acrescentado Phanerochaete chrysosporium
que foi definido como FM (Fungo Modelo) tendo em vista a produc¢do enzimas fenoloxidases.
As enzimas presentes nos extratos obtidos por fermentagdo liquida foram concentradas por
precipitagdo etandlica de proteinas (Fig. 41). Usou-se 70 mL de etanol absoluto previamente
refrigerado, e foi adicionado lenta e pausadamente em 30 mL do extrato enzimatico sob
agitacdo constante. Em seguida, as amostras foram colocadas na geladeira a 4 2C por 15
minutos, para depois ser centrifugadas a 4000 rpm por 10 min a 4 2C, na centrifuga THERMO
SCIENTIGIC - JOUAN BR4i MULTIFUNCTION - KEY WRITE-D. Logo foi descartado o
sobrenadante, e o etanol restante no pellet foi evaporado dentro do exaustor por 20 minutos



59

a temperatura ambiente, para posteriormente resuspender as proteinas em 3 mL (em relacdo
10 para 1 com os 30 mL do extrato enzimatico)de tampdo acetato de sédio 100 mM com pH 4.

Figura 41 Concentracdo por precipitacao etandlica dos extratos enzimaticos
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Fonte: Autoria propria

A determinagdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada em placa de Elisa de 96
pocos (300 pL). Para a reacdo se usou 50 pL de reagente de Bradford, 175 uL de dgua destilada
e 25 pL do extrato enzimatico, e o no branco foram usados 25 uL do tampao acetato de sddio
100 mM pH 4. As reagdes foram medidas em triplicata a 595 nm [170] no espectrofotémetro
de Elisa BIOTEK — EPOCH — GENS5 (Fig. 42).

Figura 42 Método de quantificacdao de proteinas totais
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Fonte: Autoria prépria

A absorbancia de cada ensaio foi determinada pela subtracdo do valor encontrado no controle,
nos valores das absorbancias quantificadas das amostras. A concentracdo de proteinas totais
serd calculada com base equacdo (8) da curva padrdo obtida com Soro Albumina Bovina (BSA)
com R*=0.98:
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Y =0.007X + 0.0412

¥ = (y - 0.0412)
N 0.007

Concentracao de proteinas (&) = (w) (8)
mL 0.007
A atividade da lacase foi determinada a 420 nm nos tempos 0 e 5 minutos, em placa de Elisa
de 96 pocgos por triplicata. Na rea¢do se usou 25 plL de tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 5;
200 plL de ABTS 0,03% (p/v); 25 uL de extrato enzimatico [84]. O coeficiente de extingdo para a
oxidacdo do ABTS é £4,0=36000 M*.cm™ [176] (Fig. 43).

Figura 43 Metodologia para determinar a atividade enzimatica da lacase
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Fonte: Autoria prépria

Para a enzima lignina peroxidase a atividade foi determinada a 310 nm nos tempos 0 e 5
minutos. A reagdo foi feita com 85.75 L de tampao tartarato de sédio 125 mM, pH 3; 30.50 plL
de alcool veratrilico 10mM; 12.25 uL de perdxido de hidrogénio 10 mM; 122 L de extrato
enzimatico [84]. O coeficiente de extingdo para a oxida¢do do alcool veratrilico pelo H,0, é
£310=9300 Mt.cm™ ([176] (Fig. 44).

Figura 44 Metodologia para determinar a atividade enzimatica da lignina peroxidase
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Fonte: Autoria prépria
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A atividade da manganés peroxidase foi determinada a 610 nm nos tempos 0 e 5 minutos. Na
reacdo se usou 12 pl de sulfato de manganés 2 mM; 48 L de albumina bovina 0.5 % (p/v); 12
pL de perdxido de hidrogénio 2 mM preparado em succinato de sédio 20 mM, pH 4.5; 24 ulL
de lactato de sédio 25 mM; 24 pL de vermelho de fenol 0.01% (p/v); 120.25 pL de extrato
enzimatico; a reac¢do foi incubada por 5 minutos a 30 2C e posteriormente foi paralisada com
9.5 ulL de hidréxido de sédio 2 M [177]. O coeficiente de extingdo para a oxidacao do vermelho
fenol é £6,0=4460 M".cm™ [178] (Fig. 45).

Figura 45 Metodologia para determinar a atividade enzimatica da manganés peroxidase
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Fonte: Autoria proépria

Uma unidade (U) de atividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima (L) que oxida 1
mol de substrato por minuto de reacdo. A atividade enzimdtica das trés enzimas foi
determinada pela equacgdo (9) modificada de [179].

U _ AAbs¥Vr (9)

Lmin T exdxAtx Vi
Em que AAbs é o diferencial de absorbancia (Abs; - Abs,); V7 (UL) é o volumem total de reagdo;
€ (M'.cm™) é o coeficiente de extin¢do para a catélise da reacdo; d (cm) é a distancia que
passa o raio de incidéncia de luz através da amostra; At (min) é o diferencial de tempo de
reagao (ts - to), Vim(HL) é 0 volumem da amostra na reagdo.

5.7. CINETICA ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Apds a concentracdo das enzimas presentes nos extratos obtidos dos fungos, se determinou a
cinética enzimatica, para isso foi considerada a constante de Michaelis Ky, tedrica da lacase
para o indigo carmim de 500 uM ou 233 ppm (valor determinado como média aproximada da
faixa de valores encontrados na literatura). Assim que na placa de Elisa se colocaram 50 pL de
diferentes concentragdes do corante indigo carmim: 50 ppm, 75 ppm, 117 ppm, 233 ppm, 350
ppm e 466 ppm. Posteriormente se adicionaram as enzimas concentradas de cada fungo em
diferentes volumes 10 plL, 25 plL, 50 pL e 100 plL e se mediu no espectrofotdmetro a 665 nm,
por 309 horas (Fig. 46). No caso do efluente, se repetiu o procedimento, mas com ele puro.
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Figura 46 Esquema da determinagao da cinética enzimdtica dos extratos em placa de Elisa.
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Fonte: Autoria proépria

A velocidade de reacdo foi obtida pela inclinacdo da curva na funcao linear (10), criada entre as
absorbancias medidas no tempo.

y=ax+b (10)

Onde y é a absorbancia medida no espectrofotémetro, a é a velocidade de reacdo e x é o
tempo em que foram medidas aquelas absorbancias.

A Ky, real do extrato enzimatico foi definida pela equacdo (11) de Michaelis — Menten:

_ VUmax* [S]
V= Kot IS (12)

A equacdo (12) de Linearidade de Lineweaver-Burk é:

1 K 1 1
v Umax [S] VUmax

(12)

Onde V é a velocidade de reacdo em uma concentragdo especifica do corante, V. € a
velocidade maxima da reacdo e [S] é a concentragdo do corante.

Por tanto, a V. € definida pelo término independente 1/V,..« € Ky real do extrato é definida
pelo término dependente Ky/V.x da equagdo (12).

5.8. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS EM NANOPARTICULAS DE QUITOSANA
As enzimas concentradas foram imobilizadas em nanoparticulas quitosana. Para a formacgdo
das nanoparticulas, primeiro se dissolveu o biopolimero em 50 mL de acido acético 0.1 M e pH
4, em concentracdo (1 mg/mL) sob agitacdo constante (agitacdo sem gerar espuma). A
quitosana ndo dissolvida foi filtrada a vacuo. Posteriormente no biopolimero filtrado se
adicionou 7 mL do extrato enzimatico concentrado (1.924 pg/mL para F1, 20.019 pg/mL para
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F5 e 15.162 pg/mL para FM) na quitosana dissolvida, e se acrescentou pausadamente 20 mL
do reticulador tripolifosfato de sédio (TPP) previamente preparado em 3agua deionizada (1
mg/mL). A propor¢do usada foi 5:2 (quitosana-TPP) e o volume de extrato enzimatico ndo
sobrepassou 10% da solucdo. Deixou-se misturar a solucdo até completar o total de 30
minutos em agitacdo constante e a temperatura ambiente. As amostras foram analisadas por
espectrofotometria UV para determinar maior pico de absorbancia, e assim calcular a
porcentagem de N-acetilacdo da quitosana usada com a seguinte equacgdo (13):

161.1x*Abs*V3—0.0218*m
3.3615xm—42.1x*Abs*V

% Grau de acetilagao = * 100 (13)

Em que Abs é a absorbancia no maior pico registrado, V; (L) é o volume da solucdo e m (mg) é
a massa da quitosana [104]. O Aparelho de UV utilizado foi um espectrotémetro (THERMO
SCIENTIGIC — EVOLUTION 60), em um intervalo de 190 — 500 nm, com cubeta de quartzo de 1
mL de amostra (Fig. 47).

Figura 47 Imobilizagdo das enzimas dos extratos em nanoparticulas de quitosana.
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Fonte: Autoria prépria

Para saber a porcentagem de enzimas que foram imobilizadas, primeiro foi medida a atividade
de proteinas totais das amostras, e posteriormente foram centrifugadas a 4000 rpm por 60
minutos em 2 °C de temperatura, para poder medir a atividade de proteinas totais do
sobrenadante [110]. Com a equacdo 13, se determinou o valor porcentual de enzimas
imobilizadas a partir da subtracdo de AE amostra, que é a atividade enzimdtica pre-
centrifugacdo menos a AE sobrenadante, que indica a atividade enzimatica do sobrenadante
pos-centrifugacdo. O branco comparativo foi composto de todos os elementos, incluindo
nanoparticulas de quitosana sem as enzimas (Fig. 47). O material imobilizado foi conservado
em refrigeragdo até seu posterior uso na impressao DoD [88].
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AE amostra total—AE sobrenandante

% Enzimas Imobilizadas = T p— * 100 (13)

5.9. CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA COM ENZIMAS
LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS.
Para analisar o tamanho e a morfologia das nanoparticulas de quitosana que contem na sua
estrutura as enzimas ligninoliticas, foram filtradas a amostras (filtro de 0.2 um), para
quantificar o Espectro Dindamico de Luz (DLS) e o Potencial Zeta, e para determinar o seu
diametro e forma no microscépio eletrénico de varredura — MEV (TESCAN MIRA3).

5.10. REUSO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA COM ENZIMAS
LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS.

As enzimas concentradas que foram imobilizadas em nanoparticulas quitosana e as
nanoparticulas sem enzimas, se colocaram em contato com 50 mL do corante indigo carmim
50 ppm em volumes de 500 pL e 5 mL por triplicata, em frascos Erlenmeyer de 250 mL de
volume, a 30 °C e 150 rpm por 9 dias, e foi quantificada a descoloracdo por espectrofotometria
(610 nm) a cada 3 dias. Posteriormente foram filtradas todas as amostras a vacuo e o filtrado
foi centrifugado por 1h, a 4000 RPM a 2 °C, a continuacio foi retirado o sobrenadante, o pellet
(contendo o material nanoparticulado) foi resuspendido de novo em 50 mL do corante indigo
carmim, que depois foi trasvasado para Erlenmeyer de 250 mL. Os frascos Erlenmeyer se
colocaram a 30 °C e 150 rpm por 15 dias, quantificando a descoloracdo por espectrofotometria
também a cada 3 dias. Os controles negativos foram o corante indigo carmim 50 ppm onde
foram substituidos os volumes das nanoparticulas por dgua deionizada, e os controles iniciais
foram os mesmos controles negativos medidos no comecgo do ensaio.

5.11. FABRICACAO DO DISPOSITIVO IMPRESSO DE NANOPARTICULAS DE

QUITOSANA COM ENZIMAS LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS POR TECNOLOGIA DOD.
Os dispositivos impressos com fluidos de enzimas ligninoliticas imobilizadas em nanoparticulas
de quitosana foram produzidos na impressora Dimatix Materials Printer DMP-2831 (FUJIFILM
Dimatix Inc.), usando o cartucho DMC-11610-195628.0312-2015 (10 picolitros, 16 bicos)
descartavel. O formato das gotas se baseia na viscosidade, tensdo superficial, e densidade do
fluido, assim como da velocidade de impressao e do diametro do bico ejetor, mas como o
material a imprimir é de origem bioldgica, foi necessario adicionar 14% (v/v) de trehalose (42,6
mM) para proteger a conformacgdo estrutural das enzimas e, portanto a viscosidade do fluido
de impressdao aumentou.

A utilizagcdo da impressora foi guiada passo a passo pelo software acoplado ao hardware. O
primeiro passo se realiza na opcdo Replace Cartridge (Fig. 48), aqui se colocou o cartucho
preenchido com 1.5 mL do fluido de impressdo (inicialmente dgua deionizada e depois o fluido
de interesse por cada fungo), e se ajustou a inclinagdo do cartucho para 4.5° devido ao
espacamento fixo dos bicos de 22.5 um.



Figura 48 Primeiro passo - Replace Cartridge
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O segundo passo foi realizado na opcdo Select Pattern (Fig. 49 (A)), aqui foi selecionado o
padrdo de impressdo previamente desenhado (1 cm de largura e 5 cm de cumprimento) (Fig.
49 (B)) na opgdo Print Pattern. Nesta opcao foi escolhido o nimero de camadas (10) para ser
impresso o fluido (14255 gotas = 0.14 plL no total de 10 camadas), e se determinou o tempo de
secado do fluido (2 segundos) entre as camadas.

Figura 49 Segundo passo - (A) Select Pattern, (B) Padrdo de impressao
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Fonte: [158]

O terceiro passo se realizou na opgdo Load / Unload Substrate (Fig. 50), neste passo se fixou a

vacuo o substrato de impressdo (acetato de celulose - AC), e se colocou a distancia em

micrometros (30 um), desde a base onde se encontra o substrato (20 um de espessura) e a

altura da base do cartucho onde se encontram os bicos de impressao.
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Figura 50 Terceiro passo — Load / Unload Substrate
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O quarto passo foi realizado na opg¢do Print Set-Up (Fig. 51), aqui foi selecionado aperfeicoada
a formacgdo das gotas variando a forma de onda (Fig. 52 (B)) de pulso elétrico dos atuadores
piezoelétricos na ferramenta Cartridge Settings na opgdo Waveform (Fig. 52 (A)).

Figura 51 Quarto passo - Print Set-Up

Print Pattern:

(ac19.012020

Substrate Settings:

[ Thickness [inmicrons): | 30 = vacuwum
T

lemperature [degrees C|: — 5 @ off '

Cartridge Settings:

[ Teste i 2122019 (Sekect)  Edit )

[~ Enable UV Lamp while printing

Platen Temp = 27.4°C Head Angle = 45 \ First/Last Jets = 1/16 (16 jets total)

Cartridge Temp = 26.0°C

Fonte: [158]



67

Figura 52 (A) Ferramenta Cartridge Settings, (B) Waveform
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Dentro da opc¢do Print Set-Up existe a ferramenta Drop Watcher (Fig. 53), onde foi observado
o jateamento do fluido saindo dos bicos de impressdo com ajuda de uma camera
estroboscépica. Aqui se monitorou o aperfeicoamento da formacdo das gotas variando a
forma da onda, assim como a velocidade e a frequéncia maxima de jateamento em cada bico

de impressao.

Figura 53 Ferramenta Drop Watcher
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Fonte: [158]

O resumo do uso da impressora Dimatix printer mediante tecnologia DoD se encontra na
Figura 54.
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Figura 54 Esquema geral do uso da impressora Dimatix printer mediante tecnologia DoD
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5.12. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS DO DISPOSITIVO IMPRESSO DE
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA COM ENZIMAS LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS
POR TECNOLOGIA DOD.
A quantificacdo de proteinas totais presentes nos dispositivos impressos foi realizada pelo
método de Bradford. Os dispositivos (1 cm x 5 cm) foram divididos para obter dois tamanhos
iguais de 1 cm de largura por 2.2 cm de cumprimento, com a finalidade de cobrir toda a parede
lateral de dois pocos da placa de Elisa de diametro 0.7 cm (perimetro 2.2 cm) e largura de 1 cm
cada um. Para esse tamanho de dispositivo o volume de amostra impressa se reduz a 0.07 pL,
equivalente a 7602 gotas. O volume de amostra impresso de 0.07 plL foi redondeado a 0.1 uL, e
seguindo a metodologia de Bradford detalhada na quantificacdo de proteinas totais dos
extratos enzimdaticos concentrados, foi necessario adicionar 0.25 plL do reagente de Bradford e
0.65 pL de agua deionizada, mas como os volumes sdo muito baixos e a amostra estd
distribuida na parede do poco de Elisa de 300 uL, foi adicionado esse mesmo volume em agua
deionizada para permitir a liga¢do do azul brilhante de Coomassie BG-250 no volume total da
amostra. Os valores de absorbancia encontrados foram multiplicados pelo fator de diluicdo de
30 (0.1 pL de amostra x 300 uL de agua deionizada), para determinar o valor real aproximado
de absorbancia medida. Também foi determinada a porcentagem do aumento da
concentracdo efetiva das enzimas em solugdo gracas a imobilizagdo em nanoparticulas de
quitosana.

5.13. ANALISE ESTATISTICA
As duas analises apresentadas a continuagao, foram realizadas apds a fase Il da pré-selecao
dos fungos agaricomycetes por descoloracdo do corante indigo carmim e do efluente téxtil
puro.
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5.13.1. Descoloragdo do corante indigo carmim (CIC) e do efluente téxtil puro (ETP)
por fungos agaricomycetes crescidos em diferentes tempos iniciais (C;1 e C;2)

5.13.1.1. Desenho experimental

O desenho experimental que vai se aplicou foi um desenho fatorial (4%) para avaliar a

combinacdo de dois niveis: 4 espécies de Agaricomycetes e 4 condicdes experimentais.

Avaliaram-se 4 fatores de tipo qualitativo: 4 espécies de fungos, frente a quatro fatores

guantitativos baseados na taxa de descoloracdo medida em comprimentos de onda e

expressada em percentual para quatro condi¢cdes experimentais:

1.

Corante indigo carmim 50 ppm testado em fungos com tempo de crescimento inicial
de 20 dias (CIC - C;1);

Efluente téxtil puro testado em fungos com tempo de crescimento inicial de 20 dias
(ETP - C1);

Corante indigo carmim 50 ppm testado em fungos com tempo de crescimento inicial
de 45 dias (CIC - C;2);

Efluente téxtil puro testado em fungos com tempo de crescimento inicial de 45 dias
(ETP - C2).

5.13.1.2. Tratamentos

Realizaram-se 16 tratamentos (4%) baseados na combinacdo dos niveis: Espécie de

Agaricomycete e Condicao experimental

Tabela 6 Matriz do desenho fatorial (4?) descoloragio do corante indigo carmim (CIC) e do
efluente téxtil puro (ETP) por fungos agaricomycetes crescidos em diferentes tempos iniciais
(Ci1 e Ci2), e para Supervivéncia de Artemia HIGH 5.

Tratamento | Fungo agaricomycete | Condicdo experimental
T1 F1 Cic-C1
T2 F2 Cic-C1
T3 F5 Cic-C1
T4 F6 Cic-C1
T5 F1 ETP-C1
T6 F2 ETP-C1
T7 F5 ETP-C1
T8 F6 ETP-C1
T9 F1 CIC-C2
T10 F2 CIC-C2




T11 F5 cic-c2
T12 F6 cic-c2
T13 F1 ETP - C2
T14 F2 ETP - C2
T15 F5 ETP - C2
T16 F6 ETP - C2

5.13.1.3. Repetigcoes

Fonte: Autoria prépria
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Para a fase de descoloracdo vao realizar-se 3 réplicas para cada tratamento com trés controles

negativos (os fluidos sem os fungos) e trés controles iniciais (fluidos sem fungos medidos no

comeco do ensaio).

5.13.1.4. Varidvel de resposta

A variadvel de resposta foi a percentagem de descoloracdo gerada pelos fungos nos quatro

tipos de condicbes experimentais.

5.13.1.5. Modelo estatistico

Para o modelo com AxB tratamentos que vai ser replicado n vezes, o desenho estd indicado

pela equacdo (14):

Yije = u+a; + B + (aB)ij + &iji

i=1,72,..

(14)

,a;j=1,2,..,b;k=1,2,..,n

Onde p € a média geral, a; € o efeito gerado pelo i -ésimo nivel do fator A, f8; € o efeito do j -

ésimo nivel do fator B, (af8);; representa o efeito da interacdo na combinagdo ij, e &;jx € 0

erro aleatdrio que por suposi¢cdo segue uma distribuicdo normal com média zero e variagao

constante O'Z(N(O, 02)) e sdo independentes entre si [180].

Para as variaveis descritas, a avaliacdo foi realizada durante 28 dias em que os fungos estavam

em contato com os dois tipos de fluido durante a descoloracao na fase Il da pré-selegdo. A

anadlise estatistica foi feita por analise de variacdo (ANOVA).

5.13.1.6. Erro aleatdrio e experimental

Foi estimado como erro aleatdrio a variabilidade gerada pelas condi¢Ges experimentais. O erro

experimental foi considerado no momento da realizacdo dos protocolos pela pesquisadora.

5.13.1.7. Andlise

A andlise dos resultados foi realizada no programa estatistico Excel 2010.
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5.13.1.8. Interpretagdo
Os resultados foram interpretados com a finalidade de determinar que as condigbes
experimentais e tipo de fungo tém influencia significativa (95% de confianca) na descoloragdo
do efluente téxtil puro apds a fase Il de pré-sele¢do por descoloracdo.

5.13.1.9. Hipdtese estatistica
Ho (Hipdétese nula): Ndo ha influencia significativa das condi¢Ges experimentais e tipo de
fungo Agaricomycete na descoloragdao do efluente téxtil puro de lavanderia industrial do
municipio de Caruaru-PE

Hi (Hipdtese alternativa): Ha influencia significativa das condi¢cbes experimentais e tipo de
fungo Agaricomycete na descoloracdo do efluente téxtil puro de lavanderia industrial do
municipio de Caruaru-PE

5.13.2. Supervivéncia de Artemia HIGH 5

5.13.2.1. Desenho experimental
Foi aplicado 0 mesmo desenho experimental 4 ja descrito para a descoloragdo do corante
indigo carmim (CIC) e do efluente téxtil puro (ETP), por 4 fungos agaricomycetes submetidos a
diferentes tempos de crescimento iniciai (Cil e Ci2). Avaliaram-se 4 fatores de tipo qualitativo:
4 espécies de fungos, frente a 4 fatores quantitativos baseados na taxa de supervivéncia de
Artemia sp. expressada em percentual, apés 48 horas de experimento baixo as quatro
condicOes ja descritas.

5.13.2.2. Tratamentos
De igual forma se realizaram 16 tratamentos (4°) baseados na combinagdo dos niveis: Espécie
de Agaricomycete e Condigdo experimental (Tabela 6)

5.13.2.3. Repeti¢coes
O ensaio foi realizado por triplicata para cada tratamento assim como nos controles

5.13.2.4. Varidvel de resposta
A variavel de resposta foi a porcentagem de supervivéncia que apresentaram as artemias apds
48 horas de contato com as amostras geradas apds a fase Il da pré-sele¢do dos fungos
agaricomycetes por descoloragdo do corante indigo carmim e do efluente téxtil puro.

5.13.2.5. Modelo estatistico
Foi o mesmo aplicado para descoloracdo do corante indigo carmim (CIC) e do efluente téxtil
puro (ETP), por quatro fungos agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento
iniciai (Ci1 e Ci2).

Para as varidveis descritas, a avaliacdo foi realizada durante 4 dias em que as artemias
estiveram em contato com os fluidos biodegradados pelos fungos na fase Il de pré-sele¢édo por
descoloragcdo, mas para o andlise estatistico, s6 se considerou 48 horas de experimentagao
devido morte do controle branco no segundo dia. A analise estatistica foi feita por analise de
variacdo (ANOVA).
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5.13.2.6. Erro aleatdrio e experimental e andlise
Foram os mesmos aplicados para a descolora¢do do corante indigo carmim (CIC) e do efluente
téxtil puro (ETP), por quatro fungos agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de
crescimento iniciai (Cil e Ci2).

5.13.2.7. Interpretagdo
Os resultados foram interpretados para determinar se a biorremediacdo feita pelos quatro
fungos nas condi¢cdes experimentais ja descritas, tém influencia significativa na taxa de
supervivéncia de Artemia sp.

5.13.2.8. Hipdtese estatistica
Ho (Hipoétese nula): S3o tdxicas as amostras tratadas biologicamente pelos fungos
agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento inicial.

Hi (Hipdtese alternativa): Ndo sdo toxicas as amostras tratadas biologicamente pelos fungos
agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento inicial.

5.13.3. Descoloragdo do corante indigo carmim 50 ppm por enzimas imobilizadas em
nanoparticulas de quitosana com e sem o seu reuso.

5.13.3.1. Desenho experimental
Novamente foi aplicado o mesmo desenho fatorial (4°) porque foram avaliados dois niveis: 4
tipos de amostra nanoparticulada e 4 condi¢Ges experimentais. Avaliaram-se 4 fatores de tipo
qualitativo: 4 amostras nanoparticuladas com e sem enzimas imobilizadas, frente a 4 fatores
guantitativos baseados na taxa de descoloracdo do corante indigo carmim 50 ppm, medida em
comprimentos de onda e expressada em percentual em 4 condi¢cGes experimentais:

1. Descoloragdo do indigo carmim por 500 uL da amostra nanoparticulada sem
reutilizacdo (SR-500 pL);

2. Descoloragdo do indigo carmim por 500 pL da amostra nanoparticulada com
reutilizacdo (CR-500 pL);

3. Descoloragdo do indigo carmim por 5 mL da amostra nanoparticulada sem reutilizacao
(SR-500 pL);

4. Descoloragdo do indigo carmim por 5 mL da amostra nanoparticulada com reutilizagdo
(CR-500 pL).

5.13.3.2. Tratamentos
Realizaram-se 16 tratamentos (4°) baseados na combina¢do dos niveis: tipo de amostra
nanoparticulada e condicao experimental. Na tabela 7. se mostram os tratamentos.



Tabela 7 Matriz do desenho fatorial (42) para a descolora¢ao do corante indigo carmim 50
ppm por enzimas imobilizadas em nanoparticulas de quitosana com e sem o seu reuso.

Tratamento | Amostra nanoparticulada | Condicdo experimental
T1 NanoQ SR-500 pL
T2 NanoQ + E-FM SR-500 pL
T3 NanoQ + E-F1 SR-500 pL
T4 NanoQ + E-F5 SR-500 pL
T5 NanoQ CR-500 pL
T6 NanoQ + E-FM CR-500 pL
T7 NanoQ + E-F1 CR-500 pL
T8 NanoQ + E-F5 CR-500 pL
T9 NanoQ SR-5 mL
T10 NanoQ + E-FM SR-5mL
T11 NanoQ + E-F1 SR-5mL
T12 NanoQ + E-F5 SR-5mL
T13 NanoQ CR-5mL
T14 NanoQ + E-FM CR-5mL
T15 NanoQ + E-F1 CR-5mL
T16 NanoQ + E-F5 CR-5mL
Fonte: Autoria prépria
5.13.3.3. Repeticoes

O ensaio foi realizado por triplicata para cada tratamento assim como nos controles.

5.13.3.4.

Variavel de resposta
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A variadvel de resposta foi a porcentagem de descoloragao do corante indigo carmim 50 ppm

por 500 pL ou 5 mL de amostra nanoparticulada, com e sem o seu reuso.

5.13.3.5.

Modelo estatistico

Foi aplicado o mesmo modelo estatistico apresentado nos dois casos ja descritos. A analise

estatistica foi feita por analise de variagdo (ANOVA).

5.13.3.6.

Foram os mesmos aplicados nas avaliagdes anteriores.

Erro aleatdrio e experimental e andlise
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5.13.3.7. Interpretacgdo
Os resultados foram interpretados para determinar se as amostras nanoparticuladas tém
influencia significativa (95% de significancia) na descoloracdo do corante indigo carmim 50
ppm, baixo as condi¢Ges experimentais antes descritas.

5.13.3.8. Hipdtese estatistica
Ho: Nao existe influencia significativa na descolora¢do do corante indigo carmim, com ou sem
o reuso diferentes volumes de amostras nanoparticuladas (com e sem enzimas imobilizadas).

Hi: Existe influencia significativa na descoloracdo do corante indigo carmim, com ou sem o
reuso diferentes volumes de amostras nanoparticuladas (com e sem enzimas imobilizadas).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. CARATERIZAGAO DO EFLUENTE TEXTIL
Os parametros fisico-quimicos do efluente da lavanderia industrial téxtil se apresentam na
Tabela 8. esses parametros sdo utilizados como indicadores de poluicdo e da eficiéncia dos
tratamentos utilizados [27]. Os resultados mostram que o efluente é potencialmente
prejudicial se for depositado nos corpos hidricos sem um tratamento adequado [181], [182].
Os valores destes indicadores fazem relagdo com substancias como surfactantes, solventes e
detergentes usados durante o tingimento dos tecidos [183].

Tabela 8 Comparagdo das caraterizagdo do efluente em estudo com normas brasileiras.

VALORES DE REFERENCIA

FEDERAL ESTADUAL
PARAMETROS RESULTADOS CONAMA CPRH/PE RJ SP SC

(No. (Art. 29 Dec.
430/2011) No 7.269)

(Art. 18 Dec. (Art. 19 Dec.

(DR No 8.468) No 14.250)

Temperatura

pH 6,5

Tl 2z - -

Cor aparente >500 pH 75 - - = -
DQO 1.000 mg O,/L - - 200 - -
[2]:10) 208 mg O,/L - - - 60% 60%

Carga Orgdnica
DBO

0,83 kgDBO/m’> - - - - -

Dureza Total 135,7 Mg CaCO;/L - - - - -

Fenois Totais 0,09 mg/L 0,5 - - 0,5 0,2
Nitrogénio Total 8,2 mg/L - - - - -
Solidos
Dissolvidos Totais 2.121 mg/L ) ) ) ) )
Solidos Sus.pensos 2,028 mg/L : ) i ) )
Totais
Oleos e Graxas
Totais 113 mg/L ) B B - -
Cromo Total <0,03 mg /L Cr - - - - -
Fésforo Total 4,79 mg/LP - - - - -

(-) N&o citado na legislagdo — RJ — Rio de Janeiro | SP — S3o Paulo | SC — Santa Catarina | PE - Pernambuco | DQO —
Demanda Quimica de Oxigénio | DBO - Demanda Bioquimica de Oxigénio

Fonte: [172]

O efluente téxtil caraterizado por [184] foi evidenciada uma DBOs de 328 mg/L e DQO de 629
mg/L, e comparado com o efluente de estudio, o valor de DBO foi maior e DQO menor como
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se indica na Tabela 8, o que mostra que sdo incompativeis com a legislacdo. Tem autores que
indicam que altos niveis de DBO pode ser indicador da presenca de detergentes e outros
compostos organicos, que estdo presentes geralmente no processo de lavagem dos tecidos,
mas também podem estar presentes os corantes que consomem oxigénio gracas as moléculas
de Fe?, Mg™ e NH* e altos niveis de cloretos presentes nas moléculas [185].

Nos estados de S3o Paulo e Rio de Janeiro exigem na legislacdo, que as industrias reduzam as
taxas de DBO em 60% [186], [35]. A legislacdo no Parand exige que as taxas de DBO e DQO nao
aumentem de 50 mg/L e 200 mg/L respetivamente [187]. A DQO e a DBO s3o indicadores de
poluicdo que estdo diretamente correlacionados com a toxicidade dos efluentes. Foi detectado
gue aguas residuais de industrias farmacéuticas toxicas apresentam taxas de DQO e de
nitrogénio e fosforo total fora dos parametros permitidos [193], e tem sido comprovado que o
aumento nas taxas de DBO e DQO interferem na reproducao e crescimento de espécies [194].

Outro valor que chama a atencdo é a cor aparente do efluente, porque se encontra acima de
500 mg Pt/L, e a legislacdo federal indica que a coloracdo permitida que deve ter a agua
descartada no meio ambiente pode chegar até 75 mg Pt/L. Esse valor tdo alto, além de
comprometer a estética da transparéncia da agua dos corpos hidricos, também estd
correlacionado com a poluicdo por corantes e outros agentes antes mencionados, que termina
afetando ndo somente a vida aquatica, porque estes compostos sdo bioacumulados nos peixes
e demais organismos aquaticos que, finalmente sdo consumidos como alimento pelos seres
humanos [190].

Entre os pardmetros do efluente de estudio que se encontram dentro dos padrdes
determinados pela legislacdo federal CONAMA, e nas legislagcbes estaduais de Sdo Paulo, Rio
de Janeiro e Pernambuco, estdo o pH de 6.5 e a temperatura de 28 °C que favorecem o
crescimento e acdo fungica [191].

6.2. FASE | DE PRE-SELEGAO POR DESCOLORAGAO DO CORANTE iNDIGO CARMIM E DO
EFLUNTE TEXTIL, BASEADO OS TEMPOS DE FERMENTACAO T1, T2 E T3.

A varredura realizada do indigo carmim (Fig. 55 (A)) mostrou que o comprimento de onda de
absor¢do maxima encontra-se em 610 nm, e para o efluente téxtil foi de 665 nm (Fig. 55 (B)),
confirmando que no efluente existem outros corantes além do indigo carmim e que este nao é
o predominante. Apds usar o software Spectra Lux Trial, se corroborou a diferenca de
pigmentagdo (Fig. 55 (C)), mostrando que existem mais corantes além do indigo carmim,
porque as coordenadas de cromaticas para o corante foram X=0,517420708279995;
Y=0,422617617551636; Z = 0,0599616741683693, no entanto para o efluente foram X =
0,314177428991389; Y = 0,218757389720786; Z = 0,467065181827824. Partindo dessa
informacdo, os experimentos de descoloragdo na presenca de fungos foram analisados na
absorbancia encontrada no efluente téxtil.
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Figura 55 Leitura da absorbancia do efluente da lavanderia téxtil (A) e do corante indigo
carmim (B). Andlise de coordenadas cromaticas no software Spectra Lux Trial (C).
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SPECTRA

Fonte: Autoria prépria (A, B) / [211] (C)

Apds a fase | da Pré-selegdo por descoloragdao foram selecionados os fungos que superaram
55% de descoloragdo, em pelo menos um dos trés tempos de experimentagdo (Fig. 56). No
tempo T1, as porcentagens de descoloragdo do efluente téxtil puro (Fig. 56 (A)) foram 68.07%
para F5, 64.92% para F2, 58.25% para F1 e 47.02% para F6. Os valores porcentuais do indigo
carmim (Fig. 56 (B)) dos quatro fungos foram 44.33%, 51.93%, 63.58% e 45.16%
respetivamente, como indica a Tabela 9. A restricdo de nitrogénio para a estimulacdo de
enzimas ligninoliticas, e a presenga de outros microrganismos no meio nao estéril, influiram
diminuindo a sintese de enzimas em tempos mais prolongados de estresse (T2 e T3), com a
excecdo do fungo F6 que atingiu 60.35% de descoloragdo do efluente em T3 [50]. Portanto
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baixo essas condi¢cbes experimentais, o tempo de experimentacdo T1 foi o escolhido para

passar a fase de Pré-selegdo Il

Figura 56 Cinética de descoloragao de (A) efluente téxtil puro e (B) corante indigo carmim
por Agaricomycetes.
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Tabela 9 Valores porcentuais da descoloragao alcangada durante 10 dias nos tempos de
fermentacdao T1, T2 y T3.

EFLUENTE CORANTE

CODIGO | FUNGO | % DESCOLORAGAO | DIA FUNGO % DESCOLORACAO | DIA
F5 68,07 10 F7 70,34 10

F2 64,92 10 F3 65,25 10

F1 58,25 10 F1 63,58 10

T1 F4 51,58 10 F4 58,27 10
F6 47,02 10 F2 51,93 10

F7 44,91 10 F6 45,16 10

F3 35,44 7 F5 44,33 10

F5 63,16 4 F1 78,98 10

F2 59,65 7 F4 65,14 10

F6 58,25 7 F5 64,31 10

T2 F4 54,04 7 F6 63,97 10
F1 45,61 7 F7 55,15 10

F3 45,61 4 F2 47,45 10

F7 38,6 7 F3 42,25 10

F2 62,46 4 F6 96,15 10

F5 60,35 4 F3 95,63 10

F6 60,35 4 F7 95,53 10

13 F1 56,14 4 F5 95,11 10
F7 54,04 10 F4 95,11 10

F4 51,58 10 F2 92,82 10

F3 40,7 10 F1 92,51 10

Fonte: Autoria prépria

6.3. FASE Il DE PRE-SELECAO POR DESCOLORACAO DO CORANTE iNDIGO CARMIM E DO
EFLUENTE TEXTIL, BASEADO OS TEMPOS DE CRESCIMENTO INICIAL Ci1 E C;2.

No tempo de crescimento inicial C;1 as porcentagens de descoloracdo do efluente foram
86.67% para F5, 84.91% para F1, 81.40% para F6 e 81.05% para F2 (Fig. 57 (A)), e no indigo
carmim 47.76%, 84.08%, 48.60% e 64.31% respectivamente (Fig. 57 (B)).
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Figura 57 Descoloragdo do (A) efluente téxtil puro e (B) corante indigo carmim na Fase Il da
pré-selegdo com tempo de crescimento inicial Cil de 20 dias.
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Em C;2, as porcentagens de descoloragdo para o efluente (Fig. 58 (A)) foram 56.14%, 63.16%,
68.42% e 71.93%, e na descoloragdo do corante (Fig. 58 (B)) 96.12%, 93.05%, 73.83% e 75.12%
respetivamente, valores encontrados na Tabela 10.

Figura 58 Descoloragdo do (A) efluente téxtil puro e (B) corante indigo carmim na Fase Il da
pré-selegdo com tempo de crescimento inicial Ci2 de 45 dias.
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Fase II-Ci2 de Pre-selec¢do por descoloracdo do corante indigo Carmim por B
Agaricomycete
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Fonte: Autoria prépria

O estrese nutricional menor em Cl aumentou a atividade biodegradativa registrada no
efluente, por conta de uma maior producdo de enzimas intermediarias que facilitou a
degradacdo dos componentes xenobidticos, mas foram sintetizadas menos enzimas
ligninoliticas para degradar corantes, esse comportamento foi evidenciado na descoloragdo do
indigo carmim, com exce¢do do fungo FI1 que atingiu um valor porcentual préximo ao
registrado na degradacdo do efluente [50]. Pelo contrdrio em C2 houve maior estresse
nutricional por conta do tempo prolongado de crescimento inicial sem adi¢do de novos
nutrientes, gerando maiores porcentagens de descoloracdo por agdo ligninolitica no corante,
mas no efluente as enzimas degradaram os corantes e outros poucos compostos xenobidticos
recalcitrantes presentes. A degradagao por agdo ligninolitica acontece devido a produgao de
metabolitos secunddrios nos fungos pela falta de adi¢do de nutrientes [77].

O tempo de crescimento inicial influiu sobre a descoloragdo do efluente, mostrando que C;2 é
mais eficiente para biodegradar corantes e C1 é mais eficiente para biodegradar outros
compostos recalcitrantes. A limitagao de nitrogénio induze a excre¢do de enzimas ligninoliticas
que ndo sao alteradas pela presenga destes poluentes, portanto em periodos de crescimento
prolongados sem adi¢do de nutrientes (C;2), as enzimas ligninoliticas se encontram em maior
proporgao por longos periodos (45 dias) [192].
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Em tempos mais curtos de crescimento sem adicdo de nutrientes (Ci1, 20 dias), além da
producdo de enzimas ligninoliticas por falta de nitrogénio, a quantidade de carbono presente
estimula o fungo na producdo de enzimas intermediarias que degradam outros compostos
xenobiéticos recalcitrantes, como outras oxidases produtoras de peréxido de hidrogénio e de
compostos metabdlitos intermedidrios de baixa massa molecular [193], [194], [46], [195],
[196]. Portanto uma fonte de carbono misturada com a limitacdo de nitrogénio, acelera a
biorremediacdo dos efluentes [197], [198], [199]. Mas é necessario realizar a caraterizacdo
destas dguas para garantir a seguridade do residual biodegradado por essas enzimas, e avaliar
sua toxicidade [192].

Os fungos selecionados para as seguintes fases experimentais foram F1 e F5 por apresentar as
melhores porcentagens de descoloracdo do efluente no menor tempo de 13 dias de
experimentacdao como é mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 Valores percentuais da descoloragdo do indigo carmim e do efluente téxtil apés o
experimento com os tempos de crescimento inicial Ci1 e C;2.

Cil Ci2
FUNGO | CORANTE | DIA | EFLUENTE | DIA | CORANTE | DIA | EFLUENTE | DIA
F1 84,08 | 25| 84,91 13| 93,05 |25| 63,16 |25

F2 64,31 |22 | 81,05 |13| 7512 |28| 71,93 | 25
F5 47,76 |16 | 86,67 | 13| 96,12 | 25| 56,14 |25
F6 4860 |13| 81,40 |13 | 73,83 |28 | 68,42 |25

Fonte: Autoria prépria

Em quanto ao desenho experimental estatistico fatorial (4°) aplicado, para avaliar a
combinacdo de dois niveis: 4 espécies de fungos Agaricomycetes (fatores qualitativos) e 4 as
condicOes experimentais (fatores quantitativos):

1. Corante indigo carmim 50 ppm testado em fungos com tempo de crescimento inicial
de 20 dias (CIC - C1);

2. Efluente téxtil puro testado em fungos com tempo de crescimento inicial de 20 dias
(ETP - C;1);

3. Corante indigo carmim 50 ppm testado em fungos com tempo de crescimento inicial
de 45 dias (CIC - C2);

4. Efluente téxtil puro testado em fungos com tempo de crescimento inicial de 45 dias
(ETP - Ci2).

As condi¢cOes se basearam na taxa de descoloracdo medida em comprimentos de onda e
expressada em percentual. Os resultados da analise estatistica ANOVA se encontram na Tabela
11.
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Tabela 11 Analise estatistica ANOVA da descoloragdo do corante indigo carmim (CIC) e do
efluente téxtil puro (ETP), por 4 fungos agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de
crescimento iniciai (Cil e Ci2).

ANOVA

Fonte da variagéo sQ gl mQ F valor-P  F critico
Entre grupos 1788,596 3 596,1987 4,945856 0,018387 3,490295
Dentro dos grupos  1446,541 12 120,5451

Total 3235,137 15

Fonte: Autoria prépria
Considerando-se que as hipdteses estatisticas analisadas foram:

Ho (Hipdtese nula): Ndo ha influencia significativa das condi¢Ges experimentais e tipo de
fungo Agaricomycete na descoloracdo do efluente téxtil puro de lavanderia industrial do
municipio de Caruaru-PE.

Hi (Hipdtese alternativa): Ha influencia significativa das condi¢cGes experimentais e tipo de
fungo Agaricomycete na descoloragdao do efluente téxtil puro de lavanderia industrial do
municipio de Caruaru-PE.

Rejeitou-se a hipdtese nula, aceitando-se a hipdtese alternativa que indica que ha influencia
significativa das condi¢cGes experimentais e tipo de fungo Agaricomycete na descolora¢do do
efluente téxtil puro de lavanderia industrial do municipio de Caruaru-PE. Esse resultado pode
se corroborar pelos valores F e p_valor da Tabela 11, devido a que o valor F é usado para
calcular o p_valor.

O valor F do modelo estatistico foi de 4.946 que é maior do que o valor F critico de 3.490, isto
indica que e modelo aplicado é significativo. O p_valor de 0.018 é menor do que o nivel de
significancia de 0.05, isto indica que os dois niveis analisados (quantitativos e qualitativos), tem
influencia significativa (95 % de confiabilidade) sobre o estudo estatistico realizado. Quando o
valor F estatistico € maior do que o valor F critico, e o p_valor é menor do que o nivel de
significancia, se aceita a hipdtese alternativa do modelo proposto.

6.4. ECOTOXICIDADE EM Artemia sp. (HIGH 5 - INVE)
As porcentagens de supervivéncia de Artemia HIGH 5 quando estiveram em contato (Fig. 59)
com o efluente e o corante tratados pelos quatro fungos em C;1 e C;2, se podem observar na
Tabela 12.
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Tabela 12 Porcentagem de supervivéncia de Artemia HIGH 5 apds o contato com o corante
indigo carmim e o efluente tratados na fase Il de Pré-sele¢ao por descoloragao.

% SUPERVIVENCIA NO CORANTE iNDIGO

C1 (20 DIAS) CARMIM % SUPERVIVENCIA EFLUENTE TEXTIL
FUNGO DIA2 DIA3 DIA1 DIA 2 DIA3 DIA4
F1 83.33 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 50.00 0.00
F2 83.33 16.67 16.67 0.00 100.00 100.00 33.33 0.00
83.33 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 66.67 0.00
F6 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 50.00 0.00
Controle no tempo 66.67 0.00 0.00 0.00 100.00 50.00 16.67 0.00
Controle inicial 33.33 0.00 0.00 0.00 100.00 50.00 0.00 0.00
Controle branco 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00
C;2 (45 DIAS) # SUPERVIVENCIA NO CORANTEINDIGO % SUPERVIVENCIA EFLUENTE TEXTIL
CARMIM
FUNGO DIA2 DIA3 DIA1 DIA 2 DIA3 DIA4
F1 100.00 16.67 16.67 0.00 100.00 100.00 50.00 16.67
F2 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 50.00 0.00
83.33 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 50.00 0.00
F6 83.33 0.00 0.00 0.00 100.00 100.00 66.67 0.00
Controle no tempo 66.67 0.00 0.00 0.00 100.00 50.00 16.67 0.00
Controle inicial 33.33 0.00 0.00 0.00 100.00 50.00 0.00 0.00
Controle branco 100.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00

Fonte: Autoria prépria

Figura 59 Fase experimental de ecotoxicidade. Artemia sp. em contato com o corante e o
efluente téxtil tratados biologicamente na fase Il da pré-selegao por descoloragao

Fonte: Autoria prépria

Na Figura 60 (A) se observa que em Ci1 a supervivéncia atingiu 100% apds o primeiro dia de
exposicao das artemias com o corante tratado pelo fungo F6, 83.33% para o corante tratado
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por F1, F2 e F3. Para o controle no tempo, o controle inicial e o controle branco, as
porcentagens registradas foram 66.67%, 33.33% e 100% respectivamente. Do segundo e
terceiro dia de exposicao se registrou unicamente a porcentagem de 16.67% de supervivéncia
no corante tratado por F2. Nos dias 4 e 5 foi 0%. Na Figura 60 (B) se observa que no primeiro
dia as porcentagens atingiram 100% para todas as amostras, no segundo dia se registrou 100%
para as amostras tratadas pelos 4 fungos e se observou uma diminuicdo de 50% de artemias
vivas nos controles inicial e no tempo, e 0% no controle branco. No terceiro dia foram
registradas 50% para F1, 33.33% para F2, 66.67% para F5 e 50% para F6, o controle no tempo
atingiu 16,67% e os outros controles registraram 0%. Nos dias 4 e 5 foi 0%.

Figura 60 % Supervivéncia de Artemia sp. em C;1 (A) para o corante indigo carmim e (B) para
efluente téxtil puro.
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Fonte: Autoria prépria

Na Figura 61 (A) pode se reparar que em C;2 a supervivéncia apds o primeiro dia foi de 100%
no corante tratado pelos F1, F2 e no controle branco, para F5 e F6 se registrou 83.33%, para o
controle no tempo foi 66.67% e para o controle inicial foi 33.33%. No segundo e terceiro dia foi
registrado 16.67% de supervivéncia unicamente para o corante tratado pelo fungo F1. Nos dias
4 e 5 foi 0%. Na Figura 61 (B) no primeiro dia se registra 100% de supervivéncia para todas as
amostras, no segundo dia se registrou 100% para as amostras tratadas pelos 4 fungos e se
observou uma diminuicdo de 50% de artemias vivas nos controles no tempo e inicial e 0% no
controle branco. No terceiro dia as amostras tratadas pelos fungos F1, F2 e F5 chegaram em
50% e controle no tempo foi de 16,67%, os outros controles se quantificaram com 0%. No
quarto dia se registrou unicamente 16,67% de supervivéncia no efluente tratado por F1, e no
quinto dia todas as amostras registraram 0%.
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Figura 61 % Supervivéncia de Artemia sp. em C;2 (A) para o corante indigo carmim e (B) para
efluente téxtil puro
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Fonte: Autoria prépria

De acordo com o desenho experimental estatistico fatorial (4%) aplicado, para avaliar
toxicidade da combinacdo de dois mesmos dois niveis propostos para a descoloracdo do
corante indigo carmim (CIC) e do efluente téxtil puro (ETP), por 4 fungos agaricomycetes
submetidos a diferentes tempos de crescimento iniciai (Cil e Ci2), mas com a diferenca de que
a andlise foi baseada na taxa de supervivéncia de Artemia sp. expressada em percentual, apds
48 horas de experimento baixo as quatro condicGes ja descritas. Os resultados da analise
estatistica ANOVA se encontram na Tabela 13.

Tabela 13 Andlise estatistica ANOVA da supervivéncia de Artemia sp.

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 33373,02 3 11124,34 14,01667 1,73984E-05 3,008787
Dentro dos grupos  19047,62 24 793,6508

Total 52420,63 27

Fonte: Autoria prépria
Considerando-se que as hipdteses estatisticas analisadas foram:

Ho (Hipdétese nula): S3o toxicas as amostras tratadas biologicamente pelos fungos
agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento inicial.

Hi (Hipotese alternativa): N3o sdo tdxicas as amostras tratadas biologicamente pelos fungos
agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento inicial.
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Aceitou-se a hipdtese alternativa que indica que as amostras tratadas biologicamente pelos
fungos agaricomycetes submetidos a diferentes tempos de crescimento inicial ndo sdo tdxicas.
Esse resultado pode se corroborar pelo p_valor e valor F da Tabela 13.

O valor F do modelo estatistico foi de 14.017 que é maior do que o valor F critico de 3.009, isto
indica que e modelo aplicado é significativo. O p_valor de 0.0174x10° é muito menor do que o
nivel de significancia de 0.05, isto indica que os dois niveis qualitativos e quantitativos
analisados, tem influencia significativa (95 %) sobre o estudo estatistico realizado.

Como se observou nas Figuras 60 e 61, nas amostras do efluente tratado pelos fungos F1, F2,
F5 e F6, Artemia sp. teve supervivéncia até quarto dia em alguns casos e nas amostras do
corante até o terceiro dia, portanto a degradacdo dos poluentes realizada pelas enzimas dos
fungos, gerou cadeias curtas de carbono que foi utilizada pelas artemias para se alimentar. A
supervivéncia nado foi igual no controle branco (artemias em solugdo salina sem alimento),
onde se evidenciou supervivéncia de 0% apds 24 horas de experimentacao.

6.5. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DOS FUNGOS
Na coleta dos sete fungos realizada na Caatinga pernambucana entre 2012-2015, os fungos
chamados de F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F7 pela pesquisadora, inicialmente foram nomeados com
um cédigo BDNA e o nome da espécie identificada morfologicamente pelos pesquisadores do
laboratdrio de Basidiomycota do Departamento de Micologia da UFPE. Apds a reativacdo dos
fungos, realizou-se uma microscopia otica para ter certeza que pertenciam a Basidiomycota, e
se corroborou a presenca de grampos de conexdo em todas as amostras. A partir desta etapa
os fungos Hjortstamia crassa (BDNA 2221) e Schizophyllum commun (BDNA 3213) foram
chamados de F1 (Fig.62 A) e F5 (Fig.62 B), respectivamente.

Figura 62 Observagao de grampos de conexido nos Agaricomycetes sem identificagdo
molecular (A) Hjortstamia crassa (F1) e (B) Schizophyllum commun (F5).

Grampo de
conexao
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|

Fonte: Autoria prépria

Entretanto, com a identificacdo molecular pelas sequencias Isu e its no blast, o fungo F1 foi
determinado como Phlebiopsis sp. com 99.32% de certeza, o fungo F5 como Coriolopsis sp.
com 98.54% de certeza, e o fungo FM (fungo modelo adicionado para as analises enzimaticas)
€ Phanerochaete chrysosporium com 100% de certeza. A metodologia utilizada é especifica
para Basidiomycota foi modificada da original para os nossos requerimentos [175].

6.6. QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS TOTAIS E ATIVIDADE DE ENZIMAS DEGRADADORAS
DE LIGNINA

A concentracdo de proteinas totais no extrato do fungo F1 foi 1.924 pg/mL, no fungo F5 foi
20.019 pg/mL, e para o fungo modelo FM foi 15.162 pg/mL, como se indica na Tabela 14. A
atividade enzimatica por minuto de reagdo da lacase para fungo F1 foi 1.481x10® U/L, para o
fungo F5 foi 5.674x10° U/L e para o fungo FM foi 4.444x10”7 U/L. A atividade da lignina
peroxidase por minuto de reagdo para F1 foi 1.763x107 U/L, para o fungo F5 foi 2.233x107 U/L
e para o fungo FM foi 2.115x10” U/L. N3o se evidenciou atividade da Manganés peroxidase
como é mostrado na Tabela 14. Na Figura 63. se observa o resultado visual destes andlises.
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Figura 63 Resultado visual da quantificagdo de proteinas totais e da atividade enzimatica da
lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase dos fungos Phanerochaete chrysosporium
(FM), Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp (F5).

CONTROLE F5 F1 FM

----------------------------
------------------------

MANGANES PEROXIDASE —

Fonte: Autoria propria

A atividade da lacase do basidio Grammothele subargentea foi de 170.000 U/L apds 21 dias de
incubacdo em meio Czapek Dox, no entanto a enzima lignina peroxidase nao foi encontrada
nesse trabalho [205]. No extrato enzimatico de P. tricholoma a atividade enzimatica da lacase
foi 2.650x10 U/L, apds 6 dias de incubagdo em meio minimo de com sais e peptona [201]. Em
outra pesquisa os valores da lignina peroxidase e a lacase do fungo Penicillium commune
atingiu 2.500 U/L e 1.930 U/L respetivamente apds 5 dias de incubacdo em meio Sabouraud
[202].

Os valores da atividade da lacase e lignina peroxidase dos extratos enzimaticos desta pesquisa
sdo baixos comparados com a literatura, mas é muito importante considerar as equacoes
empregadas para calcular esses valores. De todos os artigos, dissertacdes e teses procurados, a
melhor equacdo encontrada na literatura [179] tem praticamente todos os pardmetros
necessarios para calcular a atividade enzimatica em qualquer enzima. Para o trabalho
desenvolvido foi necessario fazer uma Unica modificagdo da equagao de [179], para obter a
equacdo (9) e assim calcular os valores encontrados na Tabela 14. Portanto se existem
parametros desconsiderados no momento de calcular a atividade enzimatica, os valores
resultantes podem ter uma grande variacdo. As porcentagens de descoloracdo alcancadas em
13 dias (Tabela 10) pelos fungos F1 e F5 na fase Il da pré-selecdo, sdo o indicativo de que tem
altas capacidades de descolorir o efluente dentro do tempo normal encontrado em outras
pesquisas, portanto os valores de atividade enzimdtica determinados neste trabalho, sdo
correspondentes com as porcentagens de descoloragdo alcangadas.

Em quanto a manganés peroxidase nao foi evidenciada atividade, demonstrando a auséncia
desta enzima nos estratos enzimaticos. Os fungos necessitam varios metais como cobre, ferro,
manganés, molibdénio, zinco e niquel que sdo essenciais para o seu crescimento, e que
também atuam como co-fatores enzimaticos induzindo a atividade ligninolitica [67], porem a
manganés peroxidase é sensivel a esses metais quando se encontram em altas quantidades
por serem toxicos [208], [209], por exemplo o ferro que inibe a atividade ou producgdo desta
enzima em P. castanella [77].
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Tabela 14 Valores quantificados de proteinas totais e atividade enzimatica nos extratos dos
fungos Phanerochaete chrysosporium (FM), Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp (F5).

=7 -7
FM 15.162 pg/mL 4.444x10 U/L 2.115x10 U/L
-8 -7
F1 1.924 pg/mL 1.481x10 U/L 1.763x10 U/L
-6 -7
F5 20.019 pg/mL 5.674x10 U/L 2.233x10 U/L

Fonte: Autoria propria

6.7. CINETICA ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Os extratos enzimaticos dos trés fungos que foram testados em diferentes volumes (Fig. 64),
tiveram comportamento correspondente a cinética de Michaelis-Menten (Fig. 65) quando os
dados foram linearizados por Lineweaver-Burk, com a finalidade de encontrar os parametros
cinéticos Ky e Viax. Os valores de Ky, registrados (Tabela 15) dos trés fungos, estdo dentro da
ordem de grandeza de 233 ppm (500 uM Ky, tedrica) para o corante indigo carmim. Também
pode se observar que nos fungos FM e F5 o Ky, baixou a medida que o volume de extrato foi
aumentando, mas no caso do fungo F1, o menor K, registrado foi com 50 plL de extrato, este
valor corresponde ao menor Ky, registrado dos trés fungos. Os valores de V., sS& manteram
quase constantes nos volumes de 10 e 25 pL de extrato, e diminuiram a medida que foi
aumentando o volume de extrato colocado no corante indigo carmim 50 ppm que se
encontrava a volume constante, isso indica que quando aumentou o volume do extrato
(aumentando o volume de enzimas), também aumentou a taxa de biodegradacdo do corante.

Normalmente o Ky, ndo deveria variar muito se fosse uma enzima pura, mas por se tratar de
um complexo enzimatico, existiu um sinergismo entre as enzimas intra e extracelulares
presentes. Esse sinergismo permitiu a potencializacdo do complexo [46], [47], [48], obtendo
uma degradacdo do corante quase completa (acima de 90%) na concentragdo de 50 ppm em
25 dias de experimentagdo no C;2 e acima de 80% em C;1 (Tabela 10).

Tabela 15 Valores de KM e Vmax calculados a diferentes volumes de extrato nos trés fungos
Phanerochaete chrysosporium (FM), Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp (F5).

10 pL EXTRATO 25 pL EXTRATO 50 uL EXTRATO 100 pL EXTRATO

Vmax Vmax Vmax Vmax
(ppm/h) (ppm/h) (ppm/h) (ppm/h)

FM 0.0039 117.3300 0.0043 135.6460 0.0020 58.9935 0.0008 23.2455
F1 0.0055 432.0836 0.0058 266.5848 0.0015 15.7337 0.0021 68.7245
F5 0.0075 577.8996 0.0060 213.5867 0.0021 37.2611 0.0028 32.5247

Fonte: Autoria prépria
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Figura 64 Cinética enzimatica dos extratos de Phanerochaete chrysosporium (FM), testado
em diferentes volumes. O experimento se repete para Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp

(F5)
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Fonte: Autoria prépria

Figura 65 Comportamento cinético enzimatico de Michaelis — Menten dos trés fungos em
diferentes volumes de extrato enzimatico (A) 10 uL, (B) 25 uL, (C) 50 uL e (D) 100 L.
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6.8. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS EM NANOPARTiICULAS DE QUITOSANA
O grau de N-acetilacdo da quitosana foi analisado por espectrofotometria das nanoparticulas
preparadas com enzimas, sem enzimas e também da quitosana pura. Na Figura 66 se observa
gue para todas as amostras, o maior pico de absorc¢do foi de 230 nm.

Figura 66 Espectrofotometria UV-Vis da quitosana pura, quitosana em forma de
nanoparticulas (NanoQ), nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas do fungo
Phanerochaete chrysosporium (NanoQ + E-FM), nanoparticulas de quitosana com enzimas
imobilizadas do fungo Phlebiopsis sp (NanoQ + E-F1) e nanoparticulas de quitosana com
enzimas imobilizadas do fungo Coriolopsis sp (NanoQ + E-F5)
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Fonte: Autoria prépria

Na Figura 67. se observa como o raio de luz laser atravessa as amostras de NanoQ (Fig. 67 (A)),
NanoQ + E-FM (Fig. 67 (B)), NanoQ + E-F1 (Fig. 67 (C)) e NanoQ + E-F5 (Fig. 67 (D)), mostrando
o efeito Tyndall de dispersao de luz pelas particulas que se encontram em estado coloidal.

Figura 67 Efeito Tyndall na faixa de tamanho nano: (Fig. 67 A) quitosana em forma de
nanoparticulas (NanoQ), (Fig. 67 B) nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas
do fungo Phanerochaete chrysosporium (NanoQ + E-FM), (Fig. 67 C) nanoparticulas de
guitosana com enzimas imobilizadas do fungo Phlebiopsis sp (NanoQ, + E-F1) e (Fig. 67 Cd)
nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas do fungo Coriolopsis sp (NanoQ + E-
F5).

Fonte: Autoria prépria
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Na Tabela 16 esta detalhado o grau de desacetilagdo da quitosana em cada uma das amostras.
Todas as porcentagens obtidas sdo superiores a 80%, esse resultado indica que a pureza da
guitosana usada é muito boa [94], por tanto a eficiéncia de remogado por absorcdao de metais
pesados e corantes é alta [102]. A diferenca do grau de desacetilagcdo entre as amostras é pela
interferéncia das enzimas durante a medicao do espectrofotémetro.

Tabela 16 Grau de N-acetilagao para a quitosana pura, nanoparticulas de quitosana sem
enzimas e nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas dos fungos Phanerochaete
chrysosporium (FM), Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp (F5)

GRAU DE N-ACETILACAO PARA A QUITOSANA

Amostra Absorbancia em 230 nm Grau de N-acetilagdo  Grau de Desacetilagdo
Quitosana pura 3.602 17.40 82.60
NanoQ 3.436 16.53 83.47
NanoQ + E-FM 3.458 16.64 83.36
NanoQ +E-F1 3.306 15.85 84.15
NanoQ + E-F5 3.868 18.80 81.20

Fonte: Autoria propria

As porcentagens de imobilizagdo quantificadas estdo correlacionadas com as concentragdes de
proteinas totais encontradas na quantificacdo com Bradford, portanto F5 mostrou 88.50% de
imobilizacdo, seguido de FM com 85.95% e finalmente F1 com 84.11%. Em F5 houve maior
imobilizacdo justamente por existir mais enzimas no extrato concentrado como se indica na
Tabela 17.

Tabela 17 Porcentagem de imobilizacido enzimatica dos fungos Phanerochaete
chrysosporium (FM), Phlebiopsis sp (F1) e Coriolopsis sp (F5)em nanoparticulas de quitosana.

m QUANTIDADE DE PROTEINAS TOTAIS | ENZIMAS IMOBILIZADAS

15.162 pg/mL 85.95%
Fl 1.924 pg/mL 84.11%
F5 20.019 pg/mL 88.50%

Fonte: Autoria prépria

6.9. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS FORMADAS DE QUITOSANA E ENZIMAS
LIGNINOLITICAS
Mediante a utilizagdo do DLS NanoBrook Omni — BROOK HAVEN, foram determinados os
diferentes radios hidrodinamicos das nanoparticulas sintetizadas usando os diferentes extratos
dos fungos FM, F1 e F5, e também as nanoparticulas sintetizadas sem enzimas. A polidispercdo
(diferentes tamanhos) das nanoparticulas formadas se encontra registrada através dos
histogramas de distribuicao com se observa na Figura 68.
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Figura 68 Distribuicdo do diametro hidrodindmico de (A) NanoQ, (B) NanoQ + E-FM
(Phanerochaete chrysosporium), (C) NanoQ + E-F1 (Phlebiopsis sp) e (D) NanoQ, + E-F5
(Coriolopsis sp).
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Fonte: Autoria proépria

Estabeleceu-se o didmetro médio e o desvio padrdo de todas as amostras. Para NanoQ foi
87.76 nm = 0.58 nm (Fig. 68 A), para NanoQ + E-FM foi 84.86 nm + 1.30 nm (Fig. 68 B), para
NanoQ + E-F1 foi 77.96 nm + 0.64 nm (Fig. 68 C) e para NanoQ + E-F5 foi 80.84 nm % 0.52 nm
(Fig. 68 D). Nos quatro histogramas se observa que as nanoparticulas sdo menores de 100 nm,
apresentando uma polidispersao de 0.17 + 0.04 para NanoQ, 0.20 + 0.02 para NanoQ + E-FM,
0.20 £ 0.10 para NanoQ + E-F1 e 0.19 £ 0.03 para NanoQ + E-F5.

Os diametros hidrodinamicos permitem conhecer um valor aparente do didametro das
nanoparticulas, porque com o DLS também se mede as estruturas que se encontrem na
superficie, como o estabilizador, ions ou o material imobilizado [205]. Os valores baixos de
polidispersao estdo correlacionados a pouca diferenga no tamanho das nanoparticulas entre as
quatro amostras.

O potencial Z é um bom mecanismo de verificacdo quanto a estabilidade fisico-quimica de uma
suspensdo coloidal (suspensdo de nanoparticulas), assim como a interagdo eletrostatica (se
existir) entre as nanoparticulas de quitosana e as enzimas [109]. A média dos valores do
potencial Z e o seu desvio padrdo das amostras foram: 9.29 mV + 1.71 mV para NanoQ, 7.65
mV + 4.45 mV para NanoQ + E-FM, 13.03 mV £ 1.29 mV para NanoQ + E-F1 e foi 11.58 mV +
2.16 mV para NanoQ + E-F5 (Tabela 18).
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Tabela 18 Valores do potencial Z encontrados nas amostras NanoQ, NanoQ + E-FM
(Phanerochaete chrysosporium), NanoQ + E-F1 (Phlebiopsis sp) e NanoQ + E-F5 (Coriolopsis

sp)

AMOSTRA POTENCIAL ZETA (mV)

NanoQ 9.29+1.71
NanoQ + E-FM 7.65+4.45
NanoQ + E-F1 13.03+£1.29
NanoQ + E-F5 11.58+2.16

Fonte: Autoria prépria

Os valores de potencial Z préoximos entre todas as amostras se deve a dois motivos, o primeiro
é a concentragdo da solucdo polimérica usada durante a preparacdo das nanoparticulas nas
quatro amostras (1 mg/mL, pH = 4), que no caso das NanoQ (referencia sem enzimas) o valor
do potencial Z foi de 9.29 mV + 1.71 mV, essa informacdo é corroborada por [109], onde o
valor do potencial Z de nanoparticulas de quitosana formadas a partir de uma solugdo
polimérica de 1Img/mL M foi de 9.4 mV £ 1.70 mV.

O segundo motivo dos valores similares se deve ao ponto isoelétrico das enzimas ligninoliticas.
Quando uma enzima é sometida a um pH diferente ao pH do seu ponto isoelétrico, elas
modificam a sua carga para negativa se o pH do meio fosse inferior, ou positiva si o pH fosse
superior, mas quando se mantem o pH do ponto isoelétrico elas se mantem com carga 0 e ndo
interagem com as cargas eletrostaticas do meio onde se encontram [206].

O ponto isoelétrico da lacase se encontra no pH = 4 [207], na manganés peroxidase se
encontra na faixa do pH de 3.2 - 4.4 e o ponto isoelétrico da lignina peroxidase esta na faixa do
pH de 3.2 — 4 [213]. Lembrando que nas etapas de imobiliza¢gdo deste trabalho foi usado o pH
= 4, as enzimas praticamente continuaram com a sua carga 0, portanto ndo interagiram
eletrostaticamente com as cargas negativas dos oxigénios do TPP (P3010'5), nem com as cargas
positivas dos grupos amino da quitosana (NH5"), mas estes dois interagiram entre si formando
ligacbes eletrostaticas, deixando entrapeadas as enzimas na estrutura reticulada das
nanoparticulas formadas (Fig. 69) [206].
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Figura 69 Representacao grafica da imobilizagao de enzimas ligninoliticas em nanoparticulas
de quitosana
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Fonte: Modificado de [206]

Segundo [205] a caraterizacdo com o DLS ndo é suficiente para determinar o tamanho das
nanoparticulas devido a as estruturas que podem se encontrar na superficie, portanto para
determinar o tamanho mais aproximado, foi usada a técnica de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV).

Nas figuras 70 e 71 se encontram as amostras observadas por MEV a escala de 100 nm e os
histogramas dos tamanhos das nanoparticulas de quitosana com e sem enzimas. As NanoQ
formadas (Fig. 70 A) apresentaram um didmetro médio de 44.85 nm + 12.12 nm (Fig. 71 A), as
NanoQ + E-FM (Fig. 70 B) medem 79.63 nm + 19.72 nm de diametro (Fig. 71 B), as NanoQ + E-
F1 (Fig. 70 C) 75.23 nm + 15.01 nm (Fig. 71 C) e as NanoQ + E-F5 (Fig. 70 D) 78.36 nm + 18.61
nm (Fig. 71 D)

A morfologia das nanoparticulas de quitosana menores e estdveis sdo esféricas [208], mas
dependendo do tipo de quitosana (% de desacetilagdo), o aumento do pH e o aumento das
propor¢des usadas do reticulante e do biopolimero (em favor do reticulante), as
nanoparticulas podem aumentar de tamanho por agregacdo [209] e perder sua forma esférica.
Na Figura 70 pode se observar que as nanoparticulas formadas sdo esféricas, o que indica que
em pH 4, com pureza (maior a 80%) da quitosana e sua proporg¢do usada com a proporgdo do
reticulante TPP (5:2), permite a formacdo de nanoparticulas estaveis e de tamanhos étimos
para ser considerados dentro da escala nano.
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Figura 70 Amostras analizadas por MEV. (A) NanoQ, (B) NanoQ + E-FM (Phanerochaete
chrysosporium), (C) NanoQ + E-F1(Phlebiopsis sp) e (D) NanoQ, + E-F5 (Coriolopsis sp).

Fonte: Autoria prépria

Como pode se observar para NanoQ (Fig. 71 A) existe uma maior quantidade de nanoparticulas
de 33 nm, para NanoQ + E-FM (Fig. 71 B) a maior quantidade se concentra no tamanho de 68
nm, mas tem predominancia entre 50 e 70 nm. Para NanoQ + E-F1 (Fig. 71 C) o tamanho maior
se encontra em 68 nm também, mas existe predominancia entre 51 e 75 nm, e para NanoQ +
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E-F5 (Fig. 71 D) também predomina 68 nm porém a sua predominancia se encontra entre 50 e
70 nm.

Figura 71 Histogramas de distribuicdo dos tamanhos encontrados nas amostras. (A) NanoQ,
(B) NanoQ + E-FM (Phanerochaete chrysosporium), (C) NanoQ + E-F1 (Phlebiopsis sp) e (D)
NanoQ + E-F5 (Coriolopsis sp).
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6.10. REUSO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA COM ENZIMAS

LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS

Comparando as porcentagens de descoloragdao das amostras antes e apds do reuso, podemos
observar na Figura 72. que 500 puL de NanoQ apresentou uma maior porcentagem (94.01%) de
descoloragdo do que 500 pL de NanoQ + E-FM (86.08%), NanoQ + E-F1 (81.39%) e NanoQ + E-
F2 (87.54%) no noveno dia de experimentagdo antes do reuso da amostra (Fig. 72 A), e apds o
reuso se observa que NanoQ obteve a menor porcentagem (21.72%) de descoloragdo do que
NanoQ + E-FM (25.30%), NanoQ + E-F1 (22.63%) e NanoQ + E-F5 (27.13%), no decimo quinto
dia de experimentacdo (Fig. 72 B). Na Figura 73. se observa a descoloragdo do corante indigo
carmim 50 ppm usando as amostras antes do reuso (Fig. 73 A), e depois do reuso (Fig. 73 B).
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Figura 72 Porcentagens de descoloragdo do corante indigo carmim antes e apds o reuso das
(A) nanoparticulas de quitosana sem enzima — NanoQ, (B) nanoparticulas de quitosana com
enzimas imobilizadas do fungo FM — NanoQ + E-FM (Phanerochaete chrysosporium), (C)
nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas do fungo F1 — NanoQ + E-F1
(Phlebiopsis sp) e (D) nanoparticulas de quitosana com enzimas imobilizadas do fungo F5 -
NanoQ + E-F5 (Coriolopsis sp).
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Fonte: Autoria prépria

Figura 73 Descolorag¢ao do corante indigo carmim 50 ppm (A) antes do reuso e (B) apds o
reuso

Fonte: Autoria prépria

A mesma tendéncia de descoloragdo aconteceu usando 5 mL de amostra. Para NanoQ a
porcentagem foi maior (94.29%) do que NanoQ + E-FM (89.50%), NanoQ + E-F1 (81.38%) e
NanoQ + E-F2 (88.57%) no noveno dia de experimentacdo antes do reuso (Fig. 72 (C)), e apds o
reuso a porcentagem para NanoQ foi menor (21.72) do que NanoQ + E-FM (40.82%), NanoQ +
E-F1 (26.49%) e NanoQ + E-F5 (47.54%) no decimo quinto dia de experimentacgdo (Fig. 72 (D)).
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Mesmo que as porcentagens usando os dois volumes de amostra antes do reuso ndo sejam
muito distantes, a porcentagem maior usando NanoQ é devido a sua porosidade. Quando
acontece a imobilizacdo, as enzimas ficam entrapeadas na rede das nanoparticulas de
quitosana [206], ocupando os espacos porosos do biopolimero, diminuindo a sua capacidade
de adsorgdo. Como na amostra de NanoQ as nanoparticulas se formam sem enzimas, entdo
tem uma porosidade maior que permite o corante seja adsorvido em maior quantidade [102].

Pelo contrdrio apds o reuso se observa que a porcentagem de descoloracdo usando NanoQ é
menor do que nas outras amostras, isso acontece porque a porosidade das nanoparticulas foi
se saturando durante a adsorc¢do, diminuindo sua capacidade de descolorir o corante indigo
carmim [102], e as enzimas que estdo presentes na rede das nanoparticulas, continuam
biodegradando tanto o corante adsorvido pela quitosana (deixando livre novamente a
porosidade para continuar adsorvendo), como o corante do meio onde se encontram,
permitindo uma maior porcentagem de remocgdo do corante durante o tempo. A porcentagem
de remocgdo apds o reuso foi maior usando o volume inicial (antes do reuso) de 5 mL, do que
usando o volume de 500 pL devido a que tem mais nanoparticulas em um volume maior de
amostra.

Em quanto a analise estatistica do desenho fatorial (4°) aplicado, para avaliar a combinag3o de
dois niveis: 4 tipos de amostra nanoparticulada (fatores qualitativos) e 4 condi¢des
experimentais (fatores quantitativos):

1. Descoloragdo do indigo carmim por 500 uL da amostra nanoparticulada sem
reutilizacdo (SR-500 pL);

2. Descoloragdo do indigo carmim por 500 pL da amostra nanoparticulada com
reutilizacdo (CR-500 pL);

3. Descoloragdo do indigo carmim por 5 mL da amostra nanoparticulada sem reutilizacao
(SR-500 pL);

4. Descoloragdo do indigo carmim por 5 mL da amostra nanoparticulada com reutilizacdo
(CR-500 pL).

As condigOes se basearam na taxa de descoloragao do corante indigo carmim 50 ppm, medida
em comprimentos de onda e expressada em percentual. Os resultados da analise estatistica
ANOVA se encontram na tabela 19 (sem reuso) e tabela 20 (com reuso).

Considerando-se que as hipdteses estatisticas analisadas foram:

Ho (Hipodtese nula): N3do existe influencia significativa na descoloragdo do corante indigo
carmim, com ou sem o reuso diferentes volumes de amostras nanoparticuladas (com e sem
enzimas imobilizadas).

Hi (Hipotese alternativa): Existe influencia significativa na descoloracdo do corante indigo
carmim, com ou sem o reuso diferentes volumes de amostras nanoparticuladas (com e sem
enzimas imobilizadas).

Rejeitou-se a hipdtese nula, aceitando-se a hipdtese alternativa que indica que Existe
influencia significativa na descoloracdo do corante indigo carmim, com ou sem o reuso
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diferentes volumes de amostras nanoparticuladas (com e sem enzimas imobilizadas). Esse
resultado pode se corroborar pelos valores F e p_valor da tabela 19 e tabela 20.

O valor F do modelo estatistico sem reuso foi de 2431,266 que é muito maior do que o valor F
critico de 5.192, e F do modelo com reuso foi 6.241 que é maior que o F critico 5.192, isto
indica que e modelo aplicado sem reuso é muito significativo e o modelo com reuso é
significativo.

O p_valor de 0.021x10° é muito menor do que o nivel de significancia de 0.05 para o modelo
sem reuso, e para o0 modelo com reuso o p_valor foi 0,035, também menor do que o nivel de
significancia, isto indica que os dois niveis analisados (quantitativos e qualitativos), tem
influencia significativa (95 % de confiabilidade) sobre os estudos estatisticos realizados dos
modelos com e sem reuso.

Tabela 19 Analise estatistica ANOVA da descoloragdo do corante indigo carmim 50 ppm por
enzimas imobilizadas em nanoparticulas de quitosana sem o seu reuso.

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 12509,5 4 3127,376 2431,266 2,09E-08 5,192168
Dentro dos grupos  6,43158 5 1,286316

Total 12515,94 9

Fonte: Autoria prépria

Tabela 20 Andlise estatistica ANOVA da descoloragao do corante indigo carmim 50 ppm por
enzimas imobilizadas em nanoparticulas de quitosana com o seu reuso.

ANOVA
Fonte da variagéo sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Entre grupos 1678,289 4 419,5723 6,241446 0,03506 5,192168
Dentro dos grupos  336,1179 5 67,22358
Total 2014,407 9
Fonte: Autoria prépria
6.11. FABRICACAO DO DISPOSITIVO IMPRESSO DE NANOPARTICULAS DE

QUITOSANA COM ENZIMAS LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS POR TECNOLOGIA DoD
As carateristicas fisico-quimicas do fluido de impressdo viscosidade (7 cP), tengdo superficial
(26 dina/cm), densidade (0.5 g/mL), assim como o didmetro do bico do cartucho de impressio
(21 um) e a velocidade de jateamento (18.18 m/s), permitiram que o fluido se encontre dentro
da regidao imprimivel, na Figura 74. se observa o ponto vermelho que representa o valor de Z
dentro da regido de impressdo (1<Z<10) em cor verde. Portanto os dispositivos (Fig. 75 foram
impressos dentro da regido imprimivel em DoD.
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Figura 74 Parametros de impressao para o fluido, mostrando que se situa (ponto vermelho)
dentro da regido imprimivel (area verde) em DoD.
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Fonte: Autoria prépria

Figura 75 Dispositivos impressos, (A) NanoQ, (B) NanoQ + E-FM (Phanerochaete
chrysosporium), (C) NanoQ + E-F1 (Phlebiopsis sp) e (D) NanoQ + E-F5 (Coriolopsis sp).

Fonte: Autoria prépria

6.12. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS DOS DISPOSITIVOS IMPRESSOS DE
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA COM ENZIMAS LIGNINOLITICAS IMOBILIZADAS,
POR TECNOLOGIA DoD
Os dispositivos impressos apresentaram maior quantidade de proteinas totais apds a
impressdao, como se indica na Tabela 21. Esse fato esta diretamente relacionado com o
aumento da concentragao efetiva das enzimas, ocorrido pela imobilizagdo em nanoparticulas
de quitosana [111].
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Tabela 21 Quantificagdo de proteinas totais dos dispositivos impressos e porcentagem de
aumento da concentracao efetiva das enzimas em solug¢do. FM (Phanerochaeea
chrysosporium), F1 (Phlebiopsis sp) e F5 (Coriolopsis sp)

FM 15.162 pg/mL 90.543 pg/mL 597.17%
F1 1.924 pg/mlL 14.114 pg/mL 733.57%
F5 20.019 pg/mL 146.257 pg/mL 730.59%

Fonte: Autoria prépria

A criagao deste dispositivo impresso apresenta diferentes vantagens. Primeiro, a imobilizagdo
aumenta a concentragao efetiva enzimatica no fluido de impressao, e por ser feita em escala
nanométrica aumenta a drea de acdo pela producao de quantidades importantes de produto
final, em relagdo com aumento de area superficial em 1x10° vezes (escala nano) [210].
Segundo, otimiza o consumo do fluido de impressdo, neste caso composto de material
bioldgico sensivel (enzimas) e demais componentes biodegradaveis. Terceiro, a impressora
Dimatix Materials Printer DMP-2831 (FUJIFILM Dimatix Inc.), permite uma alta resolucdo
devido aos volumes muito baixos que usa, neste caso 10 picolitros por gota. Quarto, facilita o
transporte do material imobilizado em embalagens pequenas e de pouco peso. Quinto, todas
essas vantagens indicadas abaixam o custo do produto final que pode ser replicavel as vezes
seja requerido [159].
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7. CONCLUSOES
O estudo referente a atividade de enzimas ligninoliticas extraidas de fungos
agaricomycetes provenientes da Caatinga pernambucana, demonstrou que estes
organismos tém a capacidade de biorremediar o efluente téxtil da lavanderia industrial do
Municipio de Caruaru.

O efluente téxtil puro remediado pelos fungos Phanerochaete chrysosporium (Fungo
Modelo — FM), Phlebiopsis sp. (Fungo 1 — F1) e Coriolopsis sp. (Fungo 5 — F5),
demonstraram nao ser téxicos a contato com Artemia sp. (HIGH 5 - INVE).

A imobilizacdo enzimatica em nanoparticulas de quitosana tem vantagem sobre as
nanoparticulas preparadas unicamente com o biopolimero, devido a que a quitosana se
satura evitando o reuso ao longo do tempo, e as enzimas imobilizadas tem a possibilidade
de ser reutilizadas para continuar com a biodegradacdo ao longo do tempo.

Outra vantagem da imobilizagcdo é o aumento da concentracao efetiva enzimatica, e por
ser feita em estruturas nanométricas, a drea de acdo aumenta gracas ao aumento da area
superficial em 1x10° vezes, o que eleva a producdo de quantidades importantes de
produto final.

E possivel criar um dispositivo impresso de enzimas imobilizadas completamente
biodegradavel, mediante tecnologia DoD, sem perder a estrutura proteica das enzimas,
fato que incentiva realizar mais testes posteriores sobre seu uso para biodegradar
efluentes téxteis.
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