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Resumo/Abstract

RESUMO - A degradagao de corantes téxteis utilizando lacases surge como uma alternativa atraente para a mitigagdo da poluiga@o
dos corpos hidricos, um problema significativo causado pela industria téxtil. O objetivo deste trabalho foi utilizar a lacase
comercial livre de Myceliophthora thermophila e imobilizada em MOF-Ce-UiO-66 para remogdo do corante alaranjado de metila.
A enzima livre apresentou remog¢ao maxima de 35% do corante, a 50 °C, empregando 2,5% (v/v) da lacase. A imobilizacdo da
lacase foi feita por adsorcdo fisica e obteve-se eficiéncia de 100%. O biocatalisador imobilizado foi utilizado na remog¢o do
alaranjado de metila, alcangando cerca de 83% de remoc¢ao apos 1,5 h. Apesar da alta remogdo com o derivado imobilizado, o
mesmo efeito foi observado com o suporte puro, indicando que a adsorgao fisica do corante pelo MOF foi o principal fator para
sua remogao.

Palavras-chave: Lacase, MOF, corante, imobilizacdo.

ABSTRACT - The degradation of textile dyes using laccases emerges as an attractive alternative for mitigating water body
pollution, a significant issue caused by the textile industry. The objective of this study was to use both free commercial laccase
from Myceliophthora thermophila and laccase immobilized on Ce-UiO-66 MOF for the removal of methyl orange dye. The free
enzyme achieved a maximum dye removal of 35% at 50 °C using 2.5% (v/v) laccase. Immobilization was performed via physical
adsorption, reaching 100% immobilization efficiency. The immobilized biocatalyst was employed for methyl orange removal,
achieving approximately 83% removal after 1,5 hours. Despite the high removal rate with the immobilized derivative, the same
effect was observed with the pure support, indicating that the physical adsorption of the dye by the MOF was the main factor
responsible for its removal.

Keywords: Laccase, MOF, dye, immobilization.

industria téxtil foi avaliado em quase 2 bilhdes de ddlares,
com proje¢do de crescimento anual de 7,4% até 2030 (3).
Apesar da relevancia econdmica, o setor téxtil representa
uma importante fonte de poluigdo hidrica devido ao descarte

Introducao

Lacases (EC 1.10.3.2) s3o enzimas da classe das
oxirredutases que catalisam a oxidagcdo de diversos

compostos fenodlicos e ndo fenolicos, como fendis clorados,
dioxinas, pesticidas, cresois, firmacos e corantes sintéticos.
Os produtos obtidos pela agdo dessas enzimas sdo
compostos menos toxicos e mais facilmente removiveis do
ambiente (1). Entre suas principais aplicagdes industriais,
destaca-se a degradacao de corantes sintéticos, amplamente
utilizados na industria téxtil.

Atualmente, mais de 10.000 corantes sintéticos sao
utilizados mundialmente, com um consumo anual estimado
em 700 mil toneladas. O setor téxtil responde por mais da
metade desse volume (2). Em 2023, o mercado global da

de corantes e compostos toxicos nos corpos d’agua (4).
Estima-se que entre 10% e 25% dos corantes utilizados no
tingimento téxtil ndo se fixam as fibras e acabam sendo
liberados nos efluentes industriais, frequentemente
descartados sem tratamento adequado, gerando sérios
impactos ambientais (5).

Dentre os corantes utilizados, os corantes azo
representam cerca de 65% dos corantes comerciais, devido
a sua alta eficiéncia e baixo custo. No entanto, sdo
recalcitrantes, toxicos e potencialmente mutagénicos e
carcinogénicos, afetando a qualidade da 4gua, reduzindo os
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niveis de oxigénio dissolvido e comprometendo processos
fotossintéticos (5,6).

Diversos métodos tém sido empregados no tratamento de
efluentes contendo corantes, incluindo rotas fisicas,
quimicas e biologicas (5). Nesse contexto, a biocatdlise,
com aplicagdo das lacases, destaca-se como uma abordagem
limpa, eficiente e sustentavel para a degradacdo desses
compostos (1). Quando imobilizadas, as lacases apresentam
maior estabilidade térmica, maior vida util e podem ser
recuperadas e reutilizadas, tornando o processo de
tratamento de efluentes mais vidvel economicamente (1).
Estudos recentes mostram a eficacia das lacases
imobilizadas na degradag@o de corantes sintéticos (7) entre
outros compostos. Redes metalorganicas (MOFs), por sua
vez, sdo materiais reconhecidos de alta area superficial com
potencial para formagdo de compositos com catalisadores
homogéneos e a0 mesmo tempo capazes de adsorver uma
consideravel quantidade de corantes (8,9).

Neste trabalho, investigou-se a aplicagdo da lacase
comercial de Myceliophthora thermophila (Novozymes
Latin America Ltda) na remocao do corante azo alaranjado
de metila, utilizado como modelo em estudos de
degradacao. Além disso, avaliou-se a imobilizacdo da
enzima em MOF sintetizada pelo grupo de pesquisa. A
incorporacdao da enzima em suportes como MOFs visa a
obtengdo de biocatalisadores mais estaveis e eficientes,
ampliando o potencial de aplicagdo das lacases na
degradacdo de corantes sintéticos industriais. Essa
abordagem contribui para o desenvolvimento de tecnologias
ambientalmente mais sustentdveis e economicamente
viaveis para o tratamento de efluentes e para a promoc¢ao de
praticas industriais mais ecoldgicas.

Experimental
Materiais

A enzima utilizada foi a lacase de Myceliophthora
thermophila  expressa em  Aspergillus  oryzae,
comercializada sob o nome Sustine® 330 pela Novozymes
Latin America Ltda. O corante alaranjado de metila foi
adquirido da Vetec Quimica Fina Ltda., enquanto o acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) foi
obtido da Merck.

Determinagdo da concentragdo de proteina

A determinag@o da concentragdo de proteinas na lacase
comercial foi baseada na metodologia descrita por Bradford,
usando albumina sérica bovina como padrao (10).

Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da lacase foi determinada por
meio da oxidagdo de 1 mL de ABTS 3 mmol L"! em tampdo
acetato de sodio (10 mmol L! em pH 5), acrescida de 25 uL
de solugdo enzimdtica previamente diluida de 1:100 no
mesmo tampao, e 1 mL adicional do tampao (11). A reacdo
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foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 418 nm,
utilizando cubeta espectrofotométrica com caminho optico
de 1 cm. O coeficiente de extingdo molar (¢) do ABTS foi
considerado como 36.000 mol L™'cm™. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de oxidar 1 pmol de ABTS por minuto nas
condi¢des descritas. A atividade foi determinada por meio
da equacdo 1.
A(U)_fx103xvf

— | =——(E ao 1
- ex Vs (Equagido 1)

Onde:

f= coeficiente linear da curva;

V¢ = volume final do meio reacional (mL);
& = coeficiente de extingdo molar do ABTS;
Venz = volume de extrato enzimatico (mL).

Testes cataliticos utilizando a lacase livre

A reagdo foi conduzida com alaranjado de metilaa 50
mg L', sob agitacdo constante e temperatura controlada, € a
degradacdo do corante foi monitorada ao longo do tempo
pela reducdo da absorbancia a 450 nm, com leituras
realizadas em intervalos de até 240 minutos. Nas reagdes
com o uso da lacase livre, foram avaliados os efeitos do pH,
da temperatura e da concentragdo enzimatica na eficiéncia
de remocao do alaranjado de metila.

Efeito do pH

A influéncia do pH na descoloragdo do alaranjado de
metila foi avaliada utilizando tampdes de acetato de sodio
100 mmol L™ nos pHs 4, 5 € 6, a 40 °C, empregando 10 mL
de solugdo do corante (10 mg) e 2,5% v/v de enzima.

Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura foi investigada a 30, 40, 50 ¢
60 °C, utilizando 2,5% v/v de enzima em 10 mL de solugdo
de alaranjado de metila (50 mg L).

Efeito da concentragdo de biocatalisador

O efeito da concentragdio de enzima foi estudado
empregando as seguintes concentragdes de lacase: 0,5; 1; 2
e 2,5 % v/v. As reagdes foram conduzidas a 50 °C e 50 mg
L' de alaranjado de metila.

Sintese do suporte de imobilizagdo MOF Ce-UiO-66

A rede metalorgéanica Ce-UiO-66 foi sintetizada por meio
do método solvotermal. Inicialmente, pesou-se 0,223 g de
acido tereftalico (TPA) que foi dissolvido em 15 mL de
N,N-dimetilformamida (DMF) sob agitacdo moderada. Em
seguida, 5 mL de uma solugdo 0,27 mol L' de nitrato de
cério amoniacal (CAN) foram adicionados lentamente a
solucdo de TPA, sob agitagdo continua.

A mistura resultante foi transferida para um baldo de
fundo redondo e submetida a aquecimento em banho de 6leo
a 100 °C por 15 minutos, sob sistema de refluxo. Apos o
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resfriamento a temperatura ambiente, o produto formado foi
centrifugado e lavado sucessivamente com DMF e etanol,
visando a remocdo de impurezas residuais. Por fim, o solido
foi seco a 100 °C por 17 horas, obtendo-se 0 MOF Ce-UiO-
66, utilizado como suporte para a imobilizagdo da lacase.

Caracteriza¢do do suporte de imobilizagio MOF Ce-
UiO-66

O suporte Ce-UiO-66 sintetizado foi caracterizado pelas
técnicas de: espectroscopia no infravermelho (FTIR),
difragdo de raios X (DRX) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). A técnica de FTIR foi realizada com o
espectrometro Perkien Elmer Frontier com passo de 1 cm e
uso de uma pastilha de KBr. O difratémetro Bruker Advance
D8 com fonte de radiagdo de cobre Ka foi utilizado para a
obtengdo do difratograma com passo angular de 0,02 ° por
passo. A micrografia de varredura foi adquirida por um
microscopio de canhdo de emissor de campo JEOL
JSM7100FT com tensdo de aceleragdo de 20 kV e detector
de elétrons secundarios. As amostras foram dispersas em
acetona e gotejadas em um vidro de 6xido de estanho
dopado com fluor (FTO) para a analise de MEV.

Imobilizagdo da lacase

A imobilizagdo da enzima foi conduzida por incubagdo
de 5 mL da solugdo enzimatica (0,1 mg mL') com 50 mg
do suporte MOF Ce-UiO-66, em tampao acetato de sodio 5
mmol L! (pH 5). A mistura foi acondicionada em um tubo
Falcon de 50 mL e mantida sob agitacdo suave a 25 °C
(+1 °C), em placa agitadora de rolos, por 2 horas.

O acompanhamento do processo foi realizado por meio
da determinacdo da concentragdo proteica no sobrenadante,
no inicio e ao final da imobilizagdo, utilizando o método de
Bradford (10). Adicionalmente, foi avaliada a atividade
enzimatica residual pela oxidagdo do substrato ABTS,
comparando-se os valores da solucdo enzimatica inicial
(tempo zero) com aqueles do sobrenadante ao final das 2
horas.

Apods a imobilizagdo, o derivado enzimatico obtido
(lacase-MOF) foi lavado com 10 mL de tampdo acetato,
seguido de filtragdo a vacuo. O material retido foi entdo
armazenado em dessecador a temperatura ambiente até sua
utilizacao.

A eficiéncia de imobilizagdo (%) foi calculada com base
na diferenca entre a concentragdo de proteina da solugdo
enzimatica inicial (antes do contato com o suporte) ¢ do
sobrenadante ao final do processo de imobilizagdo. A partir
desse valor e da quantidade de suporte utilizada (mg), foi
possivel estimar a carga de proteina imobilizada por grama
de suporte (mg/g).

Testes cataliticos com o derivado lacase-MOF

Os ensaios com o derivado lacase-MOF foram realizados
no reator EasyMax (Mettler-Toledo), empregando

alaranjado de metila (50 mg L), a 50 °C por 1,5 h. A massa
do biocatalisador imobilizado foi ajustada de modo a conter
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a mesma quantidade de proteina presente na reagdo com
lacase livre a 1% v/v, permitindo a comparagdo direta entre
as duas condi¢des experimentais. Esse ajuste foi feito com
base na eficiéncia de imobilizacdo e¢ na quantidade de
proteina adsorvida por grama de suporte. Ensaios controle
com o suporte in natura (sem enzima) também foram
realizados para avaliar sua influéncia na degradacdo do
corante.

Resultados e Discussao

Caracterizagdo da lacase comercial

A solugdo comercial de lacase de Myceliophthora
thermophila foi inicialmente caracterizada quanto ao teor de
proteinas e a atividade catalitica. A concentragdo proteica
determinada pelo método de Bradford foi de 13,9 mg mL".
A atividade enzimatica, medida com base na oxidagdo do
substrato ABTS, foi de 359,55 U mL", sendo que uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de oxidar 1 pumol de ABTS por minuto, sob as
condigoes estabelecidas.

Esses parametros foram utilizados como referéncia para
os ensaios de imobilizacdo e para o ajuste da quantidade de
biocatalisador em testes comparativos entre as formas livre
e imobilizada da enzima.

Caracterizagdo da MOF Ce-UiO-66

A caracterizacdo da MOF sintetizada foi realizada por
espectroscopia no infravermelho (FTIR), difragdo de raios
X (DRX) e microscopia eletronica de varredura (MEV).

O espectro de FTIR do material obtido ¢ apresentado na
Figura 1. E possivel observar diversas bandas caracteristicas
atribuidas aos grupos funcionais presentes na estrutura de
UiO-66. As bandas entre 1000 e 1400 cm™ correspondem
aos modos de estiramento e deformagdo do sistema
aromatico do ligante orgéanico acido tereftalico. A banda em
748 cm™' ¢ atribuida a ligagdo do tipo ps-O, tipica dos oxo-
clusters metalicos presentes na unidade de construcdo
secundaria (SBU) do Ce-UiO-66. As bandas observadas em
1384 cm™ e 1560 cm™ correspondem aos modos de
estiramento simétrico e assimétrico dos grupos carboxilato,
confirmando a coordenacdo do ligante ao centro metalico,
conforme descrito por Valenzano et al. (12).

@ e
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Figura 1. Espectro de infravermelho de Ce-UiO-66.

A estrutura cristalina do material foi confirmada por
difratometria de raios X (Figura 2), cujo padrao de difragdo
apresenta picos bem definidos e compativeis com o padrdao
de referéncia para o Ce-UiO-66 descrito por Lammert et al.
(13). Os picos de difragdo em baixo angulo, anterior a 10°,
revelam distancias interplanares que estdo relacionadas com
o reconhecido sistema microporoso da MOF (13).

Material obtido

Perfil simulado de Ce-UiO-66

d A AR A AA“AAA

10 15 20 25 30 35 40
20()

Intensidade (u.a)

Figura 2. Difratograma de Ce-UiO-66 sintetizado e comparacdo
com perfil da literatura.

As andlises morfologicas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) (Figura 3) mostraram
particulas com morfologia irregular, predominantemente
poliedros quadrilateros truncados, sem uma forma bem
definida. As particulas apresentaram didmetro médio entre
200 e 400 nm. O fundo das imagens mostra o suporte
condutor de FTO utilizado para dispersdo da amostra
durante a analise de microscopia.

N

%30, 000

Figura 3. Micrografia de microscopia eletronica de varredura da
MOF sintetizada.
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Efeito do pH

Inicialmente o efeito do pH na remogdo do corante
alaranjado de metila (10 mg L) foi avaliado empregando
2,5% v/v da lacase comercial, na temperatura de 40 °C. Os
resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 4.

50 1+

40 1
30+
20 +
10 +
0 + +
4 5 6

pH

Remocio (%)

Figura 4. Efeito do pH apds 4h de reacdo entre alaranjado de
metila (10 mg L' em tamp@o de acetato de s6dio 100 mmol L) e
a lacase (2,5% v/v), a 40 °C.

A reagdo conduzida em pH 5 apresentou a maior
eficiéncia na remocdo do corante alaranjado de metila,
resultando em aproximadamente 47% de descoloragdo apds
4 horas. Esse resultado estd em concordancia com a
literatura, que aponta que lacases, em geral, exibem pH
otimo em condigdes acidas, variando entre 3,5 e 5,5, e
temperaturas ideais de atividade entre 30 e 55 °C (14).

Efeito da temperatura

O efeito da temperatura na remogao do corante alaranjado
de metila (50 mg L) foi avaliado empregando 2,5% v/v da
lacase comercial, nas temperaturas de 30, 40, 50 ¢ 60 °C.
Conforme ilustrado na Figura 5a, observou-se que o
aumento da temperatura promoveu um incremento na
velocidade inicial da rea¢do, como era esperado devido a
maior energia cinética das moléculas reagentes. Contudo, a
reacdo realizada a 60 °C apresentou uma remogao inferior
do corante ap6s 4 horas de ensaio (Figura 5b), sugerindo a
ocorréncia de desnaturagdo térmica da enzima. Assim, a
temperatura de 50 °C foi considerada a condigdo ideal,
proporcionando maior atividade catalitica sem comprometer
a estabilidade da lacase. Silveira et al. (15) também
relataram que a faixa de temperatura entre 40 ¢ 50 °C foi a
mais favoravel para a atividade da lacase de Marasmiellus
palmivorus na remogdo do corante alaranjado de metila,
corroborando os resultados obtidos neste estudo.
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Figura S. Efeito da temperatura na velocidade inicial (a) e na remogao
do alaranjado de metila pela lacase apds 4h (b). Testes realizados com
2,5% v/v de enzima, 10 mL de solugdo de corante a 50 mg L'em

tampao acético 100 mmol L' (pH 5).

Efeito da concentragdo de biocatalisador

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia na remogdo do
alaranjado de metila, foi investigado o efeito da
concentragdo da lacase comercial livre na reagdo. Os
experimentos foram realizados com concentragdes
enzimaticas variando de 0,5 a 2,5% v/v. Os resultados
demonstraram que, independentemente da concentracdo
empregada, a conversdo do corante ndo ultrapassou 35%.
Observou-se ainda que o perfil cinético das reagdes foi
semelhante entre as diferentes concentragdes testadas, com
excecdo da concentragdo de 0,5% v/v, que apresentou uma
velocidade inicial inferior (Figura 6).

Dessa forma, a concentragao de 1% v/v foi escolhida para
a padronizagdo dos ensaios subsequentes com o derivado
enzimatico imobilizado, por apresentar desempenho
cinético satisfatorio aliado a um uso mais econémico do
biocatalisador.
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Figura 6. Progresso da reagdo de remocéo do alaranjado de metila
(50 mg L"), a 50 °C, catalisada por lacase (0,5; 1; 2 e 2,5% v/v),
em pH=5.

Imobilizagdo da lacase

A aplicagdo de enzimas em sua forma livre ¢
frequentemente limitada por condigdes operacionais severas
(extremos de pH e temperatura), uma vez que muitas
enzimas apresentam baixa estabilidade térmica ou estrutural
nesses ambientes, resultando na perda de sua atividade
catalitica. Para contornar essas limitagdes e viabilizar sua
aplicagdo em processos industriais, a imobilizacdo
enzimatica tem se mostrado uma estratégia eficaz.

A imobilizagdo proporciona diversas vantagens,
incluindo o aumento da estabilidade térmica e operacional
da enzima, maior resisténcia a agentes desnaturantes,
facilidade de separagdo do meio reacional e possibilidade de
reutilizagdo do biocatalisador. Além disso, a imobiliza¢ao
viabiliza o0 uso de sistemas reacionais continuos, como
reatores de leito fixo ou fluidizado, contribuindo para a
eficiéncia e economicidade do processo.

Com o objetivo de aprimorar a eficiéncia de remogdo do
corante alaranjado de metila, avaliou-se a imobiliza¢ao da
lacase em na MOF sintetizada. A imobilizagdo da enzima
alcangou 100% de eficiéncia de adsor¢do da proteina em 30
minutos (Figura 7).

80 1

60

20

Eficiéncia de imobilizacio (%)

0 3'0 6'0 9'0 1&0
Tempo (min)
Figura 7. Cinética da adsor¢do da lacase em MOF-Ce-UiO-66.

Condigdo da imobiliza¢do: 5 mL da lacase a 0,1 mg mL"!, com 50
mg do suporte MOF-Ce-UiO-66, a 25 °C (x1 °C).
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Teste catalitico com o derivado Lacase-MOF Ce-UiO-66

Apods a imobilizagdo da lacase na MOF Ce-UiO-66,
avaliou-se sua aplicacdo na descoloragdo do corante
alaranjado de metila. Para fins comparativos, utilizou-se
uma massa do biocatalisador imobilizado contendo uma
quantidade de proteina equivalente & presente em uma
solucdo de lacase livre a 1% (v/v). Ensaios adicionais foram
realizados com o suporte puro, para avaliar sua capacidade
de adsorcdo, e com o sistema sem catalisador, apenas sob
aquecimento a 50 °C. Os resultados indicaram eficiéncias de
remog¢ao similares, em torno de 83%, tanto para o suporte
quanto para o derivado lacase-MOF, sugerindo que a
adsor¢do sobre o material foi o principal mecanismo de
remo¢ao do corante. Esse efeito pode ser explicado em
virtude das interagdes do alaranjado de metila, um corante
anidnico, € os sitios de potencial zeta positivo presentes na
superficie dos MOFs, como seus sitios de Ce(IV), gerando
atracdo eletrostatica entre as moléculas do corante ¢ a
superficie do material (16). A reacdo com a enzima livre
(1% v/v) resultou em uma remocgao de 33% do corante,
enquanto ndo se observou alteracdo na concentracdo do
alaranjado de metila na auséncia de catalisador durante o
periodo de reacdo de 1,5 horas.

Conclusoes

As condicdes ideais para a atuag@o da lacase comercial de
Myceliophthora thermophila na remo¢do do corante
alaranjado de metila foram pH 5, temperatura de 50 °C e
concentragdo enzimatica de 2,5% (v/v). A enzima foi
eficientemente  imobilizada na MOF Ce-UiO-66,
alcangando 100% de eficiéncia de adsor¢do e capacidade de
carga de 8,23 mg de proteina por grama de suporte. O
biocatalisador imobilizado apresentou desempenho superior
ao da enzima livre nas mesmas condi¢des reacionais,
promovendo 83% de remogdo do corante, frente aos 35%
obtidos com a lacase livre. No entanto, testes com o suporte
puro também resultaram em aproximadamente 83% de
remocao, sugerindo que a elevada eficiéncia observada se
deve principalmente a capacidade adsorvente do MOF-Ce-
UiO-66. Avaliagdes adicionais com maiores concentragdes
de corante, bem como estudos de estabilidade térmica e
reusabilidade do derivado imobilizado, sdo necessarias para
aprimorar o desempenho do processo enzimatico.
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