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RESUMO

A crescente presenga de estrogénios sintéticos em ambientes aquaticos tem levantado
preocupagdes ambientais e sanitdrias, especialmente devido a capacidade desses compostos de
atuarem como desreguladores enddcrinos mesmo em baixas concentragdes. O 17p-estradiol
(E2), em particular, destaca-se por sua alta atividade estrogénica, persisténcia ambiental e
baixa remog¢do por tratamentos convencionais. Diante dessa problematica, este trabalho
avaliou a capacidade da enzima lacase, extraida do hepatopancreas do camardo Penaeus
vannamei (Boone, 1931), em degradar o E2 em condi¢des laboratoriais. Essa lacase,
proveniente de residuos da carcinicultura, representa uma alternativa sustentavel e inovadora
para a biorremediacdo de micropoluentes. A enzima foi purificada por cromatografia de
afinidade com Concanavalina A, atingindo um rendimento de 52,46%, o que demonstra uma
extragdo eficaz em etapa uUnica. Em seguida, a lacase foi imobilizada em quitosana
magnetizada, obtendo-se excelente eficiéncia (93,33%) e rendimento de imobilizagdo (80%),
0o que confirma a estabilidade e o potencial de reutilizagdo do biocatalisador. Foram
conduzidos ensaios de degradacdo do E2 utilizando lacase nas formas livre e imobilizada, sob
diferentes concentragcdes do hormdnio (25, 50 ¢ 100 mg/L). Os testes demonstraram que a
lacase ¢ capaz de degradar significativamente o E2, principalmente em concentragdes mais
baixas. A degradacdo mais expressiva foi observada com lacase livre na concentracdo de 25
mg/L, sugerindo que o desempenho enzimatico ¢ influenciado diretamente pela concentracao
do substrato. A imobilizagdo, embora apresente leve reducdo de atividade, foi vantajosa para
aplicagdes repetidas, oferecendo estabilidade e viabilidade operacional. Além disso, o estudo
destaca que o uso dessa enzima animal dispensa o uso de mediadores redox, geralmente
necessarios para ampliar a acdo das lacases, o que reduz o custo e complexidade do processo.
Os dados obtidos em andlises espectrofotométricas preliminares, indicam fortemente o
potencial da lacase de P. vannamei como ferramenta eficiente na degradagao de compostos
hormonais, contribuindo para a redug¢ao da carga de contaminantes emergentes em ambientes
aquaticos. A proposta deste trabalho ganha relevancia ndo apenas pelo ineditismo do uso
dessa enzima especifica, mas também pela valorizagdo de um residuo da industria do
camarao, setor amplamente desenvolvido no Nordeste do Brasil. Ao transformar residuos em
solucdo, este estudo contribui para a economia circular, sustentabilidade ambiental e

desenvolvimento de novas abordagens biotecnoldgicas voltadas ao tratamento de efluentes.

Palavras-chave: Enzima. Biorremediacdo. Estradiol. Micropoluente. Sustentabilidade.



ABSTRACT

The increasing presence of synthetic estrogens in aquatic environments has raised
environmental and public health concerns, particularly due to these compounds' ability to act
as endocrine disruptors even at low concentrations. Among them, 17B-estradiol (E2) stands
out for its high estrogenic activity, environmental persistence, and low removal efficiency by
conventional treatment methods. In response to this issue, this study evaluated the capacity of
the enzyme laccase, extracted from the hepatopancreas of the shrimp Penaeus vannamei
(Boone, 1931), to degrade E2 under laboratory conditions. This laccase, derived from
aquaculture waste, represents a sustainable and innovative alternative for the bioremediation
of micropollutants. The enzyme was purified by affinity chromatography using Concanavalin
A, achieving a yield of 52.46%, indicating effective extraction in a single step. Subsequently,
the laccase was immobilized in magnetized chitosan, achieving excellent efficiency (93.33%)
and immobilization yield (80%), confirming the biocatalyst’s stability and reuse potential. E2
degradation assays were carried out using both free and immobilized laccase at different
hormone concentrations (25, 50, and 100 mg/L). The results showed that laccase was capable
of significantly degrading E2, especially at lower concentrations. The highest degradation rate
was observed with free laccase at 25 mg/L, suggesting that enzymatic performance is directly
influenced by substrate concentration. Although immobilization caused a slight reduction in
activity, it proved advantageous for repeated applications, offering operational stability and
feasibility. Furthermore, the study highlights that the use of this animal-derived enzyme
eliminates the need for redox mediators, typically required to enhance laccase activity, which
reduces both cost and process complexity. The preliminary spectrophotometric analyses
strongly indicate the potential of P. vannamei laccase as an efficient tool for the degradation
of hormonal compounds, contributing to the reduction of emerging contaminants in aquatic
environments. This study is relevant not only for the novelty of using this specific enzyme but
also for the valorization of waste from the shrimp industry, a sector widely developed in
northeastern Brazil. By turning waste into a solution, this work contributes to the circular
economy, environmental sustainability, and the development of new biotechnological

approaches for wastewater treatment.

Keywords: Enzyme. Bioremediation. Estradiol. Micropollutant. Sustainability.
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1. INTRODUCAO

A agua, em condigdes adequadas, € essencial para a manutencao da vida, tornando sua
pureza e acessibilidade temas de grande relevancia. De acordo com dados da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), o consumo de 4agua contaminada ¢ responsavel por
aproximadamente 40% das doencas no mundo. Apesar das diversas iniciativas destinadas a
preservacao dos recursos hidricos, os impactos provocados por agdes antropicas continuam
comprometendo a integridade dos corpos d’agua, configurando um sério desafio ambiental e
de saude publica (Arnold et al., 2014).

Em escala global, a polui¢do continua de ambientes aquaticos por substancias
quimicas de origem humana e animal t€ém prejudicado os ecossistemas devido a sua elevada
toxicidade e resisténcia a degradagdo (Johnson e Willams, 2004; Shaheen ef al., 2022). Nesse
contexto, compostos de origem natural ou sintética, entre eles os desreguladores enddcrinos
(DEs), como os hormonios esterdides, sdo considerados contaminantes emergentes (CEs) e
constituem as principais fontes de micropoluentes presentes na adgua, sendo detectados em
concentragdes que variam de nanogramas a gramas por litro (Kim e Zoh, 2016; Kanaujiya et
al., 2019). A alta periculosidade desses contaminantes ¢ amplamente reconhecida como um
risco significativo tanto para o equilibrio ambiental quanto para satide humana.

Diversas entidades internacionais como a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA), a Unido Europeia (UE), a OMS e o Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS), tém estabelecido diretrizes para o controle da contaminagdo por
micropoluentes em areas e ecossistemas aquaticos (Ahmed et al., 2017). Apesar disso, ainda
ndo existem padroes globais claros para descarte seguro da maioria das substancias. Como
medida de controle, a UE elaborou a Diretiva-Quadro da Agua (2000/60/CE), que identifica
45 substancias prioritarias, incluindo os DEs, com orientagdes para sua remog¢do antes da
liberagdo de efluentes. Complementarmente, a Decisdo 2015/495/UE introduziu uma lista de
monitoramento contendo diversos compostos, entre eles o 17B-estradiol (E2), reforcando a
necessidade de vigilancia continua sobre esses poluentes de baixa concentracao (Barbosa et
al., 2016). No entanto, no Brasil, ainda ndo hd nenhuma norma especifica que limite a
concentragdo de estrogénio em agua ou efluente, o que evidencia uma lacuna regulatoria
importante frente aos riscos ambientais associados a esses compostos.

O E2 ¢ um dos compostos estrogénicos mais frequentemente detectados em efluentes
(Racz e Goel, 2010). Esse hormdnio sexual feminino, essencial para a regulacdo de diversas

funcdes fisioldgicas, pode ser eliminado por humanos e animais através de processos
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metabolicos (Desbrow et al., 1998) em proporgdes variadas, de acordo com aspectos como
faixa etaria (Zheng et al., 2008). No ambiente, o E2 possui alta atividade estrogénica (Conroy
et al., 2007), ligando-se a receptores de estrogénio em organismos vivos € atuando como um
imitador ou inibidor dos estrogénios naturais, interferindo em seus mecanismos biologicos
(Miege et al., 2009).

As caracteristicas fisico-quimicas do E2, como a baixa solubilidade em agua (Ghiselli
e Jardim 2007), carater hidrofobico e reduzida volatilidade (Silva et al., 2012), contribuem
para sua persisténcia no ambiente e potencial de bioacumulacdo. A exposi¢do a esse composto
estd associada a disturbios reprodutivos em peixes e mamiferos (Tetreault ef al., 2011; Meyer
et al., 2019), além de aumentar o nivel de infertilidade (Balabani¢ et al., 2011), cancer (Xu et
al., 2013), obesidade e anomalias (Fernandez ef al., 2007).

A presenca de estrogénios tém sido identificada em recursos hidricos situados nas
proximidades de Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs), Estacdes de Tratamento de
Aguas Residuais e 4reas com aplicagio de residuos de origem animal. Esses compostos
podem ser detectados em aguas subterraneas, infiltradas no solo, fluxos de escoamento de
regides agricolas e corpos d’agua superficiais (Adeel ef al., 2017). Grande parte das estagdes
de tratamento convencionais ndo possui sistemas efetivos na remog¢ao desses poluentes em
baixa concentragdo, o que contribui para a disseminagdo de contaminantes no meio ambiente
(Tijani et al., 2013). Sob esse enfoque, a modernizacdo das técnicas e dos métodos aplicados
no tratamento de efluentes pode minimizar a descarga desses compostos em corpos hidricos e
promover uma melhoria significativa na qualidade da 4gua tratada.

Atualmente, embora o tratamento de lodo ativado seja o método mais utilizado
globalmente para o tratamento de 4guas, ele ndo € considerado uma solu¢do ambientalmente
sustentavel nem energeticamente eficiente. Isso ocorre devido ao seu elevado consumo de
energia e a producdo excessiva de lodo residual, que pode gerar impactos negativos no meio
ambiente (Feng et al., 2025). Diante dessas limitagdes, estudos indicam que enzimas, por
atuarem como catalisadores biologicos, sdo capazes de degradar de forma eficiente
contaminantes presentes em ambientes aquaticos (Kang et al., 2023; Rybarczyk et al., 2023).
Nesse contexto, destacam-se as lacases, proteinas cataliticas versateis que promovem reagdes
de oxidacdo em uma variedade de micropoluentes (Wong, 2008), tornando-se promissoras
para a descontamina¢do de corpos hidricos. Complementando essa abordagem, Feng et al.
(2025) indicam que o aproveitamento de residuos organicos como fontes alternativas de

enzimas representa uma estratégia inovadora e sustentavel, visto que materiais descartados de
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origem animal, vegetal e microbiana podem ser utilizados na produg@o enzimatica voltada ao
tratamento de efluentes.

Corroborando esta perspectiva, Rocha et al. (2023) demonstraram o potencial da
lacase extraida de residuos do camardo Penaeus vannamei (Boone, 1931) na degradacgao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), apontando-a como alternativa ecoldgica
promissora para biorremediacdo de ambientes contaminados por petroleo. Considerando que
o P vannamei esta entre as espécies mais cultivadas no Brasil (IBGE 2024),0 seu
processamento gera, consequentemente, um alto volume de residuos (Bhaskar et al., 2007),
tornando imprescindivel o aproveitamento deste material para o desenvolvimento de novas
aplicagdes. Assim, havendo a necessidade de explorar as aplicagdes e eficiéncias desta lacase,
o presente estudo visa utilizar a lacase extraida do P. vannamei para degradar o estrogénio
17B-estradiol em condi¢des laboratoriais, a fim de minimizar os impactos ambientais

associados ao descarte desta substancia.
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2. OBJETIVOS, PROBLEMA E HIPOTESES

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da lacase obtida do subproduto do camarao Penaeus vannamei, na
forma livre e imobilizada em quitosana magnetizada, na degradacdo do estrogénio

17B-estradiol em condigdes laboratoriais.

2.1.2 Objetivos especificos

e Purificar a enzima lacase do hepatopancreas do P.vannamei,

e Verificar a atividade da lacase por meio de andlise espectrofotométrica;

e Imobilizar a lacase em quitosana magnetizada e determinar as melhores condigdes
para imobilizagao;

e Avaliar a eficiéncia de degradacdo do 17B-estradiol pela lacase livre e imobilizada,
sob diferentes concentragoes;

e Analisar eficicia da degradacdo.

2.2 PROBLEMA DE PESQUISA

De acordo com Georgin et al. (2024), mesmo em concentracdes baixas, os hormonios
sao classificados como contaminantes emergentes e representam uma ameaga significativa a
saude dos ecossistemas aquaticos e dos seres vivos. Dentre esses compostos o E2 se destaca
por seus efeitos adversos e por sua permanéncia mesmo apOs tratamento convencional de
aguas (Almazrouei et al., 2023). Enquanto a aplicagcdo de enzimas lacases fungicas tem sido
explorada na biorremediacdo de estrogénios (Savinova et al., 2022), sua instabilidade e custo
operacional limitam o uso em larga escala (Zdarta et al., 2020; Wadhwa et al., 2023). Até o
momento, apenas um estudo na literatura cientifica descreve a degradacdo de poluentes
através de lacase do camardo P. vannamei (Rocha et al., 2023), o que torna esse campo ainda
pouco explorado. Diante disso, questiona-se se a lacase proveniente no camardao branco do

pacifico € capaz de degradar o estrogénio 17B-estradiol em condig¢des laboratoriais.
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2.3 HIPOTESES

e HI: A enzima lacase presente no hepatopancreas de P.vannamei apresenta atividade
enzimatica detectavel.

e H2: A enzima lacase ser capaz de degradar o E2 de forma significativa.

e H3: A eficiéncia da degradagdo varia conforme condi¢des de incubagao (imobilizagao

e tempo).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONTAMINANTES EMERGENTES E DESREGULADORES ENDOCRINOS

Segundo Petrovi¢, Gonzalez e Barceld (2003), os contaminantes emergentes (CEs)
correspondem a substancias e produtos, de origem natural ou sintética, sem regulamentacao
legal especifica, embora sua normatizagdo seja considerada necessaria diante dos potenciais
riscos que representam a saude e ao meio ambiente. Nos ultimos anos, os CEs passaram a ser
reconhecidos como uma fonte significativa de polui¢do dos recursos hidricos, sendo
detectados em aguas residuais, superficiais e na agua potavel (Chen et al., 2022).

Entre os principais grupos de CEs destacam-se os desreguladores enddcrinos (DEs),
compostos farmacéuticos (PACs) e elementos quimicos presentes em produtos de higiene e
cuidados pessoais (PCPs), como benzofenona-1 e bisfenol A (Hordern et al., 2009), tém
atraido crescente atencdo cientifica devido ao seu uso intensivo pela populagdo (Prajapati et
al., 2023). Esses contaminantes sao frequentemente introduzidos no ambiente por meio dos
efluentes de estagcdes de tratamento de dguas residuais urbanas e outras formas. Residuos de
origem animal, por exemplo, também constituem fontes relevantes desses poluentes,
incluindo hormoénio naturais e sintéticos oriundos de uso doméstico, de laboratoérios, hospitais
e de industrias (Lin e Tsai, 2009).

Em razdo do uso generalizado de produtos que contém essas substancias, os CEs sdo
lancados continuamente no ambiente, mesmo que em concentragdes reduzidas. Sua
persisténcia, a capacidade de formar complexos e o elevado potencial de bioacumulagao
podem gerar efeitos cronicos importantes em organismos expostos por longos periodos (Rout
et al., 2021; Pesqueira et al., 2020). Muitos desses compostos apresentam estruturas quimicas
complexas, frequentemente associadas a formulagdes combinadas. Sua origem pode estar
relacionada tanto a produgdo industrial quanto a metabolizagdo no organismo. Uma vez
lancados no meio ambiente, o trajeto que percorrem tornam-se variados e de dificil
rastreamento. Cabe destacar que cada individuo representa uma fonte continua de CEs,
especialmente em virtude do crescente consumo de fairmacos (Wilkinson et al., 2017).

Os DEs sdo considerados contaminantes emergentes altamente preocupantes devido a
sua capacidade de provocar alteracdes adversas no sistema hormonal de humanos e animais.
Segundo a OMS (2012), os DEs sdo definidos como substancias ou misturas exogenas
capazes de interferir no funcionamento do sistema enddcrino, ocasionando efeitos adversos a

saude de organismos vivos, suas descendéncias ou subpopulagdes. Esses compostos
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conseguem inibir ou simular a agdo de hormoénios naturais, afetando o funcionamento
adequado de alguns orgdos e sistemas fisiologicos (Vieira et al., 2020). Entre os DEs, os
hormonios mais utilizados em pesquisas sdo os androgenos, estrogenos € a progesterona, que
desempenham um papel essencial na manutengdo do equilibrio enddcrino e nos processos de
crescimento e desenvolvimento (Georgin et al., 2024).

Dentre estes, os estrogénios tém sido amplamente investigados. Devido ao rapido
metabolismo dos hormonios naturais, a sua administragao por via oral apresenta baixa eficacia
ou demanda de doses elevadas, impulsionando o desenvolvimento de estrogénios sintéticos
mais estaveis para uso terapéutico. O 17B-estradiol (E2), principal hormonio sexual feminino,
serve de base estrutural para compostos como etinilestradiol, mestranol e valerato de
estradiol, comumente empregados em terapias hormonais. Além da contracep¢do, os
estrogénio sdo utilizados no tratamento da menopausa, terapias de reposicdo hormonal e no
combate a certos tipos de cancer, como o de mama e o de prostata (Kuster et al., 2004).
Biologicamente ativos, esses hormdnios derivam do colesterol e sdo secretados pelas
glandulas adrenais, testiculos, ovarios e placenta (Adeel et al., 2017).

Devido a alta afinidade entre os estrogénios e receptores nucleares de estrogénio (ERs)
presente em organismos humanos e animais, estudos mostram que a presenga destes
compostos em concentracdes minimas, como nanogramas por litro, podem provocar
disfungdes enddcrinas (Combalbert e Hernandez-Raquet, 2010), dentre estas substancias, o E2
se destacam por sua grande incidéncia em efluentes de ETEs (Racz e Goel, 2010).

Entre as principais fontes de estrogénios estdo a populacdo humana e as criagdes de
animais (Wojnarowski et al., 2021). Dentre os animais de producdao, como os bois, porcos e
aves, sao considerados os principais responsaveis pelas excregdes urinaria e fecal contendo
esses compostos. Combalbert e Hernandez-Raquet (2010) afirmam que o nivel desta liberagao
varia conforme a espécie, o sexo, a faixa etaria, o estado reprodutivo e o ritmo bioldgico. Em
ruminantes, o hormoénio ¢ liberado principalmente pelas fezes, enquanto em suinos e aves a
excre¢do ocorre, em sua maioria, por meio da urina. Também se observa que peixes
conseguem liberar hormonios em aguas superficiais, especialmente nos periodos que
antecedem e durante a reproducdo (Gray et al., 2002). Esses organismos podem excretar
estrogénios na dgua por meio da urina, branquias e da bile (Liu et al., 2012a).

Além disso, a dispersdao destes hormdnios em corpos d’agua superficiais pode ocorrer
a partir da pratica de aplicagao de esterco animal em &reas agricolas. Isto pode acontecer por
meio do escoamento superficial, tornando-se um exemplo classico de fonte difusa de poluicao

(Dutta et al., 2010). No caso dos humanos, a eliminagdo também ocorre por vias excretoras,
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mas devido a degradacdo incompleta durante o tratamento nas ETEs, os estrogénios podem
ser liberados no ambiente por meio dos efluentes, caracterizando uma fonte pontual de

contaminagado (Wilkinson et al., 2017; Silva et al., 2011).

3.2 DESCRICAO DO 17B-estradiol

Conforme ilustrado pela figura 1A, os estrogénios possuem uma estrutura geral
composta por 18 atomos de carbono distribuidos entre trés anéis hexagonais (exemplificados
pelas letras A, B, C) e um anel pentagonal (D), os E2, como visto na figura 1B, sao
caracterizados pela presenga de dois grupos hidroxila (-OH), um na posi¢cdo 3 do anel A e
outro na posi¢cdo 17 do anel D (Combalbert e Hernandez-Raquet, 2010).

O E2 ¢ o estrogénio predominante em vertebrados, atuando no funcionamento do
sistema reprodutivo feminino e na preservagdo das caracteristicas sexuais secundarias
(Welshons et al., 2003). Esse hormodnio ¢ eliminado pelo organismo humano e animal por
meio da urina e das fezes, tanto em sua forma livre e ativa quanto conjugada, como
glicuronideos e sulfatos, estas ultimas com baixa atividade biologica (Johnson e Willams,
2004). A quantidade excretada varia de acordo com o sexo, condigdes fisioldgica e o estagio
de desenvolvimento. Mulheres gestantes e em periodo menstrual sdo as principais fontes,
liberando cerca de 308 e 4,66pg/dia de E2 na urina, e 202 e 0,2ug/dia nas fezes,
respectivamente (Xu et al., 2012). Com excec¢do dessas fases, homens e mulheres apresentam

niveis de excrecao semelhantes, entre 1,5 a 7ug/dia (Combalbert e Hernandez-Raquet, 2010).

Figura 1- Estrutura molecular geral dos estrogénios e do 17p-estradiol

B CH

CH,

OH

Nucleo de ciclopentano-fenantreno E2

Fonte: Adaptada de Combalbert ¢ Hernandez-Raquet (2010).

A tabela 1 apresenta as propriedades fisico-quimicas relevantes do E2. O peso

molecular do composto, tabelado como 272,4 g/mol, sugere a alta capacidade de absor¢ao
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dessa substancia pelos organismos, enquanto a solubilidade de 13 mg/L confirma a sua
limitada dissolucao em agua, significando que o E2 ndo se dissolve facilmente, contribuindo

para sua tendéncia de aderir a sedimentos (Westrup, 2020).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do 17p-estradiol

Peso molecular Solubilidade em agua Log K ow Pressao de vapor
(g/mol) (mg/L) (mmHg)
2724 13 4,01 2,3x10-10

Fonte: Adaptada de Hansch et al. (1995); Nazari e Suja (2016); Forghani et al. (2018).

O coeficiente de parti¢ao octanol-agua (log K ow), com valor 4,01 revela que o E2 ¢
uma substancia lipofilica, com alta afinidade por membranas celulares e matéria organica, o
que favorece a acumulagdo em tecidos bioldgicos e fixacdo em particulas sedimentares
(Jones-Lepp e Stevens, 2007; Silva et al., 2012). Assim, segundo Adeel et al. (2017), entre os
estrogénios, o E2 tem a maior hidrofobicidade.

Outro parametro relevante ¢ a pressao de vapor, que expressa a tendéncia de
volatilizagdo de uma substancia. No caso do E2, esse valor ¢ bastante reduzido, o que indica
baixa volatilidade e, consequentemente, maior persisténcia. Em conjunto, essas propriedades
indicam que o E2 possui alta estabilidade ambiental e um comportamento tipico de
contaminante persistente, com potencial de bioacumulagdo e efeitos adversos prolongados no

ecossistema (Silva ef al., 2012; Nazari e Suja, 2016).

3.3 MECANISMO DE ACAO AMBIENTAL DO 17-estradiol

Com natureza lipofilica, o E2 penetra facilmente nas membranas celulares. Uma vez
no interior da célula, ele se liga ao receptor nuclear de estrogénio ERa e ativa sua fungao,
regulando assim a expressao de diversos genes (Nazari e Suja, 2016). Os receptores nucleares
funcionam como fatores de transcricdo dependentes de ligantes, com papel especifico na
regulacdo de genes envolvidos em fungdes como metabolismo, desenvolvimento e reprodugao
(McKenna et al., 1999).

Em humanos, o receptor de estrogénio possui uma cavidade no dominio de ligacao ao
ligante com tamanho quase duas vezes maior do que o necessario para acomodar o E2,
permitindo, assim, que diversas outras moléculas também se associem a esse receptor. De

modo geral, todas as espécies de vertebrados provavelmente compartilham essa caracteristica
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estrutural, apresentando dominios de ligacdo ao ligante igualmente inespecifico (Brzozowski
et al., 1997; Korner et al., 2001).

Essa flexibilidade do dominio de ligagdo faz com que a afinidade do receptor seja
alterada de acordo com caracteristicas estruturais das moléculas, como o tamanho e o grau de
ramificacdo de grupos alquila e a posicao destes no anel fendlico (Routledge e Sumpter,
1997). Além disso, compostos ndo estrogénicos presentes no ambiente podem competir com o
E2 pela ligacdo ao receptor, contribuindo para uma possivel perda de sua atividade
estrogénica. A presenca de outros contaminantes € a complexidade da matriz quimica, como
em aguas residuais, também podem limitar a absorcdo e a¢do do E2 (Conroy et al., 2007).
Portanto, o E2 ao mimetizar a agdo do estrogénio natural, pode interferir na fung¢ao normal do
sistema enddcrino por meio de vias como imitagdo, modulacdo ou atuacdo antagonista
(Forghani et al., 2018).

Segundo Kandarakis et al. (2009), diversos fatores influenciam o mecanismo de acao
deste desregulador endocrino, entre eles a idade do individuo em exposicao, ja que os fetos e
recém-nascidos sdo mais suscetiveis do que adultos. Esse conceito fundamenta a chamada
“base do desenvolvimento da doenca adulta”, que relaciona exposi¢des precoces a disfungdes
que podem surgir apenas na vida adulta ou durante o envelhecimento, evidenciando o
intervalo de tempo entre a exposicdo a um DEs e a manifestacdo dos efeitos adversos (Coster
e Larebeke, 2012). Outro ponto importante ¢ a exposi¢do simultdnea a multiplos
contaminantes, uma vez que os DEs raramente ocorrem de forma isolada no ambiente,
podendo interagir entre si no meio ou no organismo exposto (Crews et al., 2009).

Cabe ressaltar ainda que esses compostos frequentemente apresentam dindmicas de
dose-resposta nao tradicionais, em que baixas concentracdes sao suficientes para causar
efeitos significativos, por vezes mais intensos que em doses maiores (Sheehan et al., 1999;
Saal et al., 2007), além de apresentarem maior tendéncia de bioacumulagdo em tecidos
adiposos devido a sua baixa solubilidade em dgua e elevada afinidade com lipidios. Nenhum
sistema endocrino estd isento de sua agdo, devido as semelhancgas estruturais dos compostos
quimicos e a interagdo com receptores e enzimas envolvidos na sintese, liberagao e
degrada¢do hormonal (Kandarakis et al., 2009; Thornton, 2001). Os efeitos epigenéticos
transgeracionais também se destacam, ja que sdo transmitidos por meio de alteragdes na
expressao génica, como metilagio do DNA, sem necessidade de mudancas na sequéncia
genética, afetando geracdes futuras (Anway e Skinner, 2006).

Os organismos sdo expostos ao E2 por diferentes formas, como o consumo da dgua e

alimentos contaminados, inalagdo de ar e absor¢do pela pele (Nazari e Suja, 2016). Nos
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ambientes aquaticos, os peixes absorvem por meio da pele e das branquias, enquanto
predadores marinhos de topo os assimilam principalmente pela ingestdao de agua (Thacharodi
et al., 2023). Bergman et al. (2013) demonstraram que tecidos de espécies aquaticas coletadas
proximas a descargas de estagdes de tratamento de esgoto apresentam compostos ativos
provenientes de contraceptivos de uso humano, evidenciando a continua exposi¢do desses
organismos a fArmacos presentes no ambiente.

A presenga de estrogénios na agua também tem sido associada a efeitos reprodutivos
adversos em mamiferos, como prejuizo a gestagdo em camundongos (Meyer ef al., 2019). Em
ambientes aquaticos, a exposi¢cdo a estrogénios presentes em efluentes e em aguas a jusante
tem sido relacionada a feminizagdo de peixes machos, resultando no aumento dos niveis de
vitelogenia, redu¢ao do tamanho testicular, perda de caracteristicas sexuais e ocorréncia de
intersexo (Tetreault et al., 2011; Vadja et al., 2011).

Estudos demonstram que a exposicdo aquosa precoce ao E2 pode provocar efeitos
duradouros no eixo somatico da tilapia, sistema este responsavel por controlar o crescimento e
o desenvolvimento ao longo do ciclo de vida dos vertebrados (Celino-Brady et al., 2019). Em
humanos, investigagdes realizadas na Espanha indicam que a exposi¢do a estrogénios
exdgenos esta ligada a um aumento no risco de cancer de mama (Xia et al., 2013). De igual
forma, esta exposi¢do traz impactos negativos sobre a saude humana, como a redugdo na
contagem de espermatozoides, ocorréncia de endometriose, infertilidade e casos de obesidade
(Balabani¢ et al., 2011). Um outro estudo também identificou um maior risco de anomalias
genitais, como hipospadia e criptorquidia, relacionadas a presenca de estrogénios no

ambiente (Fernandez et al., 2007).

3.4 BIORREMEDIACAO ENZIMATICA

Desde a década de 1960, enzimas extracelulares se tornaram insumos industriais
fundamentais em processos industriais de diversos setores (Godfrey e Reichelt, 1982;
Gianfreda e Rao, 2004; Ruggaber e Talley, 2006). Conforme apontam Godfrey e Reichelt
(1982), o uso de enzimas ¢ altamente desejavel por sua capacidade de substituir produtos
quimicos agressivos, como solventes, realizando as mesmas fung¢des em condigdes brandas,
como pH neutro, temperatura moderada e sem a geragdo de residuos nocivos. Apesar do custo
elevado, decorrente dos processos de extracdo e purificagdo, as enzimas podem ser
economicamente vantajosas, uma vez que reduzem significativamente a producdo de residuos

e a necessidade de aquecimento, contribuindo para processos mais sustentaveis e eficientes.
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A Dbiorremediagdo ¢ uma tecnologia baseada no uso de sistemas bioldgicos, como
microrganismos ou enzimas, para degradar ou transformar contaminantes ambientais em
substancias menos danosas (Seah et al, 2001; Bhattacharya et al., 2025). Pode ser
classificada em biorremediagdo microbiana, quando envolve organismos Vvivos que
metabolizam os poluentes, ou enzimatica, quando utiliza enzimas extracelulares capazes de
degradar diretamente os contaminantes, sem a necessidade de cultivo celular. A
biorremediacdo enzimatica consiste na aplicacao direta de enzimas naturais e sintéticas para a
degradacdo de compostos toxicos, persistentes e indesejaveis. Essas enzimas atuam como
biocatalisadores, reduzindo a energia de ativacdo das reagdes quimicas e promovendo uma
decomposi¢do rapida e eficiente dos poluentes. Além disso, por apresentarem tamanho
reduzido, as enzimas conseguem acessar os contaminantes com maior facilidade, favorecendo
uma interagdo mais direta (Kumar e Bharadvaja, 2019).

Esse tipo de abordagem apresenta diversas vantagens em relagdo aos métodos
convencionais de tratamento, como alta especificidade e eficiéncia mesmo em baixas
concentragdes, menor impacto ambiental e maior agilidade no processo, sem necessidade de
manutengdo de culturas microbianas. Em contrapartida, os métodos fisicos e quimicos
tradicionais, comumente empregados em ETEs, demonstram limita¢des significativas na
remoc¢do de DEs. Esses processos, além de dispendiosos, muitas vezes sdo ineficientes na
remog¢ao de compostos em baixas concentragdes € podem, ainda, gerar subprodutos ainda
mais toxicos (Wee e Aris, 2017; Adeyeye e Laub, 2020).

Estudos apontam que os esteroides sexuais, como o E2, sdo responsaveis por grande
parte da atividade estrogé€nica observada em efluentes de ETEs (Snyder ef al., 2001; Korner et
al., 2001; Ting e Praveena, 2017). Como consequéncia, mesmo apoOs o tratamento, cargas
contaminantes ainda sdo liberadas no ambiente, frequentemente associadas a lodos e efluentes
(Qiang et al., 2013; Esteban et al., 2014). Diante desse cenario, a biorremediagdo enzimatica
surge como uma solu¢do promissora e eficaz para a degradagdo do E2, especialmente em
sistemas onde os métodos tradicionais ndo conseguem alcangar eficiéncia satisfatoria, uma
vez que, estas substancias apresentam caracteristicas que dificultam sua remogdo por
processos convencionais, como baixa solubilidade em agua, lipofilicidade, alta persisténcia e

tendéncia a bioacumulagdo em organismos aquaticos (Clouzot ef al., 2008).

3.5 ESTRUTURA DAS LACASES
As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas que pertencem a um grupo chamado multicobre

oxidases, que usam atomos de cobre para auxiliar em relagdes de oxidagdo (Martin et al.,
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2024). Elas foram descobertas em 1883 pelo pesquisador H. Yoshida, na seiva de uma arvore
japonesa chamada Rhus vernicifera (Yoshida, 1883). Atualmente, sabe-se que as lacases estao
amplamente distribuidas na natureza e podem ser encontradas em diversos organismos,
incluindo bactérias, fungos, plantas e animais (Liu et al., 2020). Essas enzimas catalisam a
oxidacdo de diversos compostos fenolicos e ndo fendlico, utilizando oxigénio molecular (O,)
como aceptor final de elétrons e convertendo-o em agua (H,0), sem a geragdo de subprodutos

toxicos (Arregui et al., 2019), conforme ilustrado pela figura 2.

Figura 2 — Atividade catalitica das lacases
Substrate Oxidized substrate

Hz0

Oxidized laccase

Fonte: Adaptada de Malgorzata e Konczak (2019).

A fungdo catalitica das lacases esta diretamente relacionada aos atomos de cobre (Cu)
presentes em sua estrutura, distribuidos em trés tipos distintos de centros metalicos,
representado visualmente pela figura 3. Esses centros sdo classificados como cobre tipo 1
(T1), tipo 2 (T2) e tipo 3 (T3) (Matgorzata e Konczak, 2019). Vale destacar que cada um
desses centros apresenta propriedades espectroscopicas especificas, onde o T1 é conhecido
como centro azul, o0 T2 como centro comum e o T3 como centro binuclear acoplado (Gotze e
Biihl, 2016). O centro T1, composto por um Unico atomo de cobre, ¢ responsavel pela
coloracdo azul caracteristica da enzima, sendo o local onde ocorre a oxidacdo do substrato ¢
onde se determina o potencial redox da lacase. Os centros T2 e T3 formam um sitio trinuclear,
contendo 3 atomos de cobre, no qual s3o um do tipo 2 e dois do tipo 3. Esse sitio tem como
funcdo principal receber os elétrons provenientes da oxidagdo realizada em T1 e promover a

redugdo do oxigénio molecular em dgua (Debnath e Saha, 2020).
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Figura 3 — Esquema dos centros cataliticos das lacases
Tri-nuclear copper cluster

Type 1 Copper Type 3 Copper Type 2 Copper

Mononuclear

Fonte: Debnath e Saha (2020).

Desse modo, as lacases atuam na remog¢do de um elétron do substrato ¢ o transferem
para um centro catalitico através da interagdo entre os funcionais da proteina. Esse fluxo de
elétrons continua progressivamente até que o quarto elétron atinja o cluster de cobre. Durante
esse processo, uma molécula de O, ¢ incorporada e reduzida por meio da aceitacdo dos
elétrons. A conversao final do oxigénio em H,O ocorre com a participacao dos residuos de
acido aspartico e glutamico, que fornecem os 4atomos de hidrogénio necessarios para
completar a reagdo redox (Polyakov et al., 2017).

Lacases sdo enzimas compostas por 200 a 800 aminoacidos, com massa molecular
variando entre 40 e 140 kDa (More ef al., 2011; Arregui et al., 2019). A atividade oxidativa
dessas enzimas sobre diferentes substratos estd diretamente relacionada a sua origem, uma vez
que as propriedades estruturais e funcionais podem variar de acordo com a fonte de extracao.
Um aspecto relevante ¢ a presenga da fracdo de carboidrato glicanos N-ligados na estrutura da
lacase, que contribui significativamente para sua estabilidade estrutural e ainda atua como
protecao contra a degradagdo proteolitica (Maestre-Reyna et al., 2015). Além disso, lacases
com alto potencial redox (E°) sdo preferencialmente utilizadas no tratamento de aguas
residuais, especialmente quando os compostos alvo, como fenois, apresentam também

elevado potencial redox (Kuramitz et al., 2002).
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Gragas ao seu mecanismo catalitico, as lacases sdo classificadas como catalisadores
verdes, pois funcionam em condi¢des amenas e geram subprodutos ndo toxicos. Contudo,
algumas lacases possuem um baixo potencial redox, o que restringe sua atuagdo direta sobre
substratos com elevado potencial redox, dificultando a ligagdo especifica com alguns
compostos. Para contornar essa limitagdo, foi desenvolvido o sistema lacase mediador (LMS),
que amplia significativamente a gama de substratos passiveis de oxidagdo pela lacase (Hilgers
et al., 2018). Esse sistema permite que a enzima atue sobre compostos além dos fenolicos,
utilizando um mediador como intermediario entre a lacase € o substrato.

Nesse processo, representado pela figura 4, a lacase oxida o mediador, que, por sua
vez, transfere elétrons ao substrato, promovendo sua oxidagdo. Os mediadores possuem
potenciais redox mais elevados que o da lacase e, uma vez oxidados, originam compostos
estaveis com capacidade de oxidar ndo apenas grupos nao fendlicos, mas também regides de
substrato inacessiveis a enzima (Rakotovelo et al., 2019). Essa limitagcdo de acesso ocorre, por
exemplo, em matrizes lignoceluldsicas, nas quais o tamanho e a conformagdo espacial da
lacase impedem sua penetracdo. O mediador, nesse contexto, atua como um “transportador”
de elétrons, conduzindo o potencial oxidante até essas regides. O mediador ideal deve ser uma
molécula de pequeno porte, capaz de formar um radical estdvel apds a oxidagdo e ser
reciclada no processo. Além disso, sua forma radical ndo deve inibir a atividade da enzima.
Considerando as aplicagdes ambientais do sistema lacase mediador, especialmente em
processos industriais, ¢ fundamental que os mediadores sejam economicamente vidveis €

ecologicamente seguros (Canas e Camarero, 2010).

Figura 4 — Atividade da lacase pelo uso de LMS

Oxidized laccase

Substrate

Oxidized substrate
Fonte: Adaptada de Malgorzata e Konczak (2019).

Mediator Oxidized mediator
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3.6 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DAS LACASES

Devido ao seu conhecido potencial catalitico, as lacases se destacam como
biocatalisadores versateis capazes de atuar nas mais diversas areas biotecnologicas (Zhai et
al., 2024). Entre as suas aplicacdes ja conhecidas, as lacases apresentam alta aplicabilidade
em processamento de alimentos, por reagir com carboidratos, acidos graxos insaturados,
compostos fenodlicos e proteinas sulfidrila, componentes presentes em diversos alimentos e
bebidas; na seguranga alimentar, por atuar como biocatalisador, auxiliando na humifica¢do do
carbono organico e na redu¢do da contaminagdo por E2 no trigo; na criagdo de sensores
bioldgicos para monitoramento de contaminantes; € na descontaminagdo ambiental (Zhai et
al., 2024).

Na remediacdo de ambientes contaminados, a crescente preferéncia pelos métodos
biologicos pela  agdo enzimatica se tornam destaque devido a sustentabilidade,
economicidade e reduzida producao de poluentes a longo prazo. Em contrapartida, as técnicas
fisico-quimicas tradicionais, como adsor¢do e oxidagdo, embora reconhecidamente eficazes,
apresentam limitacdes de custo e geracdo de subprodutos toxicos. (Ji ef al., 2016; Meng et
al., 2020; Si et al., 2021; Hedar et al., 2023). Desta forma, a degradagdo bioenzimatica surge
como uma estratégia promissora para desenvolver métodos de biorremediagdo eficientes,
econdmicos e ambientalmente seguros, com potencial para substituir ou complementar
tecnologias convencionais.

No tratamento de aguas residuais, por exemplo, o uso de enzimas se destaca pela alta
especificidade na degradagdo de compostos fendlicos (Hong et al., 2022), além disso, a
literatura cientifica demonstra o uso eficiente desta enzima na biorremediacdao de diversos
poluentes como, bisfenol (Zeng et al., 2017), corantes industriais (Chivukula e Renganathan,
1995), produtos farmacéuticos (Alharbi et al., 2019), fendlicos (Collins et al., 1996),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Canas et al., 2007), plasticos (Sumathi et al., 2016),

pesticidas (Jin ef al., 2016) e hormonios (Suresh e Abraham, 2018).

3.7 LACASE DO CAMARAO Penaeus vannamei

A produgdo aquicola representou, em 2022, um importante motor econdomico global,
com a produgdo mundial alcangando aproximadamente 94,4 milhdes de toneladas,
correspondendo a um valor estimado de 312,8 bilhdes de ddlares (FAO, 2024). Essa atividade

foi amplamente dominada pela criagcdo intensiva da espécie Penaeus vannamei, conhecida
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popularmente por camardo branco do Pacifico. O P vannamei consolidou-se como a
principal espécie cultivada na carcinicultura global, representando 53,3% da produgdo de
crustaceos em 2022, com um volume de 6,8 milhdes de toneladas. (Filho et al., 2024).

Estima-se que, anualmente, cerca de 167 bilhdes de individuos tém sido cultivados e
colhidos em escala comercial, refletindo a crescente demanda por esse organismo nos
mercados (Albalat et al., 2022). Os autores ainda afirmam que o P. vannamei ¢ uma espécie
nativa da Costa do Pacifico Oriental, distribuida do México ao Peru, em regides tropicais com
temperaturas de dguas superiores a 20°C durante o ano. A cria¢do comercial e a reproducao
em cativeiro da espécie tiveram inicio na década de 1970, na América Central e do Sul,
expandindo-se posteriormente para os Estados Unidos e outros paises.

No Brasil, especialmente na regido Nordeste, a carcinicultura constitui uma atividade
econdmica relevante, em razdo de seu papel significativo no desenvolvimento
socioeconomico regional. Em 2023, essa atividade gerou aproximadamente R$2,6 bilhdes
(IBGE, 2024; Rocha et al., 2023). Essa espécie apresenta elevada tolerancia a diferentes
faixas de salinidade, o que possibilita seu cultivo em ambientes oligohalinos ¢ mesohalinos,
ampliando as possibilidades de uso de recursos hidricos continentais e costeiros na atividade
aquicola (Oliveira et al., 2022).

Durante o processamento do camardo, avalia-se que aproximadamente 40 a 50% de
sua massa total seja convertida em residuos, predominantemente constituidos por cefalotérax
e carapaca. A auséncia de estratégias adequadas para o manejo desses residuos, os quais sao
frequentemente descartados a céu aberto ou enterrados de maneira inadequada em dareas
costeiras, contribui significativamente para a poluicdo ambiental (Bhaskar et al., 2007). Tais
residuos representam um subproduto com elevado potencial econdmico, atualmente
subutilizado. Sua valorizagcdo pode oferecer uma alternativa inovadora e economicamente
viavel para mitigar os impactos ambientais da atividade aquicola e agregar valor ao setor
produtivo (Carvalho, 2010; Cruz, 2019).

No estudo realizado por Shi et al (2017) uma lacase foi identificada no
hepatopancreas do P. vannamei, confirmando o seu papel nos mecanismos de resposta imune
inata. Anos mais tarde, Rocha et al. (2023) purificaram e caracterizaram uma lacase do
hepatopancreas de P. vannamei de forma eficiente em uma Unica etapa. A enzima apresentou
alta atividade em pH 8,0, estabilidade térmica até 105°C e tolerancia a solventes e ions
metalicos. Mostrou-se também eficaz na degradacdo de 42,40% dos HPAs presentes no
petroleo bruto sem a necessidade de mediadores. Além disso, seu uso a partir de residuos da

carcinicultura representa uma alternativa ecologicamente e economicamente viavel, sendo
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vantajoso por aproveitar um material de baixo custo e alta disponibilidade, proveniente dos

residuos da cadeia produtiva do camarao.
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4. METODOLOGIA

4.1 PURIFICACAO DA LACASE

4.1.1 Obtenciao do material animal

Os hepatopancreas do P. vannamei foram obtidos a partir de organismos cultivados
em viveiros localizados na regido da Ponte dos Carvalhos, no municipio de Cabo de Santo
Agostinho, estado de Pernambuco, area caracterizada por expressiva atividade de
carcinicultura. Apo6s a coleta, o material coletado foi imediatamente acondicionado em
recipientes estéreis e mantidos sob refrigeragdo, a fim de preservar a estabilidade estrutural e
funcional das enzimas presentes. O transporte até o Laboratério de Enzimologia da
Universidade Federal de Pernambuco (Labenz/UFPE) foi realizado em caixas isotérmicas
contendo gelo, minimizando a degradag¢do térmica das biomoléculas e assegurando a

integridade do material bioldgico.

4.1.2 Preparo do extrato bruto

Os hepatopancreas coletados foram submetidos & maceracdo em tampao Tris-HCI 0,1
M (pH 7.5) contendo 0,5 M de cloreto de sdédio (NaCl), 0,1 mM de cloreto de calcio (CaCl,) e
0,1 mM de cloreto de manganés (MnCl,), resultando em uma concentragdo de 40 mg/mL.
Para isto, as glandulas foram homogeneizadas sob baixas temperaturas para preservar a
estabilidade molecular da amostra. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 10.000 rpm
durante 20 minutos, a 4°C, para promover a separagdo das fragdes soltveis e insoluveis. O
sobrenadante resultante, correspondente a fragdo soluvel, foi cuidadosamente coletado e

encaminhado as etapas subsequentes do protocolo experimental.

4.1.3 Protocolo de purificacdo da lacase

A enzima lacase foi obtida seguindo a metodologia proposta por Rocha et al. (2023)
para isto, o extrato bruto foi submetido a cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna
de Concanavalina A acoplada a matriz de agarose (ConA), equilibrada com Tris-HC1 0,1 M

pH 7.5 contendo 0,5 M de NaCl, 0,1 mM de CaCl, e 0,1 mM de MnCl,.
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A eluig¢do das enzimas adsorvidas na coluna foi realizada por meio do uso do tampao

de equilibrio suplementado com sacarose (C;,H,,0,;) em um gradiente crescente de 0 a 0,5 M.

Visando a identificagdo proteica, as fracdes eluidas foram monitoradas por absorbancia a 280

nm e, paralelamente, submetidas a ensaio de atividade enzimatica, utilizando catecol como
substrato.

As fragdes com atividade de lacase foram reunidas e submetidas a dialise contra o

tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7.5, com o objetivo de remover sais e sacarose para utilizacdo em

analises futuras.

4.1.4 Monitoramento da purificaciio da lacase por SDS-PAGE

A purificacdio da enzima lacase foi acompanhada por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), seguindo o método
descrito por Laemmli (1970), através do uso de um gel de corrida de 12,5% ¢ um gel de
concentragdo de 4%. O processo de migracao das proteinas através do gel ocorreu pelo uso do
tampado Tris-Glicina-SDS em corrente continua de 12mA. Como padrao de peso molecular foi
utilizado o Bio-Rad Broad Range, composto por miosina (200 kDa), B-galactose (116,2 kDa),
fosforilase b (97,4 kDa), Albumina sérica (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) e aprotinina (6,5
kDa). Apos a conclusao da eletroforese, as bandas proteicas foram coradas pela utilizacao do

corante Coomassie Blue.

4.1.5 Ensaio de atividade da lacase

Para identificar a presenca da enzima lacase, tanto no extrato bruto quanto nas
aliquotas purificadas, foram determinadas por meio de ensaios de degrada¢do do catecol,
seguindo a metodologia proposta por Matijosyté (2010). O ensaio consistiu na incubagao da
solucdo enzimatica com 10 mM de catecol em tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 8.0. A
incubacao foi conduzida por 30 minutos sob aquecimento de 37°C, a formagao de produtos da

reacdo foi monitorada pela leitura da absorbancia a 405 nm.

4.1.6 Quantificacao de proteinas totais
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A concentracdo de proteinas presente no extrato bruto e aliquotas contendo lacase foi
determinada através do método colorimétrico de Bradford (1976). Para isto, foi realizada a
incubacdo de 40 uL da solugdo protéica com 40 uL de agua destilada e 120 puL do reagente de
Bradford. A mistura foi mantida protegida da luz pelo tempo de 15 minutos e submetida a
leitura de absorbancia a 595 nm. A quantificagdo precisa de proteinas foi realizada através da
interpolagdo de valores de absorbancia em uma curva de calibragdo padrdo construida com

albumina do soro bovino (BSA).

4.2 PREPARO DA QUITOSANA E IMOBILIZACAO DA LACASE

4.2.1 Purificacdo da quitosana

A quitosana de médio peso molecular, adquirida da Sigma-Aldrich, foi purificada
seguindo a metodologia proposta por Cahu et al. (2012). Para isto, 10 mg de quitosana foi
completamente solubilizada em 4cido acético a 20%. Posteriormente, a solugdo foi precipitada
pela adicdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 4 M até atingir pH 12. Apds a formagdo do
precipitado, o pH foi reajustado para 8 pela adi¢do gradual de acido acético. Para coleta da
quitosana purificada, a solu¢do foi filtrada a vacuo, o precipitado foi lavado abundantemente

com agua destilada e submetida a centrifuga¢ao a 10.000 g por 15 minutos.

4.2.2 Preparo da quitosana magnetizada

Para o processo de magnetizagcdo, conforme descrito por Azevedo ef al. (2018), 1 gda
quitosana purificada foi solubilizada em uma solu¢do de acido acético a 1%. Apds completa
homogeneizagdo, 5 mL de cloreto ferroso (FeCl,) 0,6 M e cloreto férrico (FeCl;) 1,1 M foram
adicionados e mantidos sob constante agitacdo. Em seguida, o pH da suspensdo foi ajustado
para 11 pela adicdo de NaOH 1M e mantido sob aquecimento a 80°C por 30 minutos. Ao final
do aquecimento, as particulas magnetizadas foram coletadas e lavadas com agua destilada até
completa neutralizag@o. Por fim, a quitosana foi filtrada a vacuo para remocgdo do excesso de

agua, seca em estufa ventilada e macerada para uniformizagao do tamanho das particulas.

4.2.3 Ativacao da quitosana magnetizada
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Para possibilitar a interagdo entre a quitosana e a enzima lacase, o suporte
magnetizado foi previamente ativado seguindo a metodologia de Azevedo et al. (2018). Para
isto, 1 mL de uma solugdo de glutaraldeido a 12,5% foi adicionado a eppendorfs contendo 10
mg da quitosana magnetizada, a mistura foi incubada em agitador hematoldgico por 2h. Apds
o tempo proposto, o glutaraldeido ndo reagente foi removido através de 10 ciclos de lavagens
do suporte com tampao citrato-fosfato 0,05M (pH 8.0). O tampao submetido a remog¢ao do

glutaraldeido foi descartado e a quitosana ativada submetida para as etapas seguintes.

4.2.4 Determinacio do tempo de imobiliza¢do da lacase na quitosana

Para otimizar as condigdes reacionais do processo de imobilizagdo enzimatica, o
processo de imobilizacdo foi avaliado em diferentes tempos reacionais. Este método foi
conduzido a partir das recomendagdes de Azevedo et al. (2018), considerando algumas
adaptacdes. A incubacdo ocorreu pela mistura de 2 mL da concentragdo de lacase purificada
com a quitosana ativada durante 2, 4 ¢ 16 horas. Para conservar as propriedades da enzima, o
experimento foi dirigido sob condi¢cdes de refrigeracdo e agitacdo constante. Apds cada
periodo de imobilizagdo, as enzimas nao ligadas ao suporte foram removidas através de 10
lavagens do suporte com tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 8.0). O sobrenadante resultante
das lavagens foi submetido a dosagem de atividade enzimética, conforme topico 4.1.5, e
quantificagdo de proteinas, conforme topico 4.1.6. A quantidade total de proteina imobilizada
foi determinada pela subtragdo da concentra¢do de proteinas identificadas nas lavagens da
quantidade de proteina inicialmente adicionada. Por fim, a eficiéncia e o rendimento da
imobilizacao foram calculados pelas equacdes determinadas em Jaiswal, Pandey e Dwivedi

(2016), conforme descritas a seguir:

CiVi—CfVf

EC (%) = Civi

x 100

Na equagdo 1, cada simbolo representa:
C; e V; - concentragdo proteica e volume da solugdo enzimatica inicial;
C; - concentragdo proteica das lavagens;

V; - volume das lavagens.

RI (%) = —— x 100



https://www.zotero.org/google-docs/?mfN1WT
https://www.zotero.org/google-docs/?mfN1WT
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Ja na equagdo 2, cada simbolo representa:
Ay - atividade especifica da enzima imobilizada;

Ag; - atividade especifica da enzima livre.

4.3 DEGRADACAO DO ESTROGENIO

4.3.1 Preparo das amostras de 17p-estradiol

As solugdes de E2 foram preparadas conforme metodologia descrita por Procopio et
al. (2023), com adaptagdes para as condigdes experimentais deste estudo. Inicialmente, uma
solucdo estoque de 1g/L foi preparada pela solubilizacdo do E2 (Sigma Chemical Company)
em metanol de grau analitico sob agitacdo constante e protecdo luminosa. A solugdo estoque
foi diluida para preparo de solu¢des de trabalho em concentragdes de 100, 50 e 25 mg/L nas
mesmas condic¢des relatadas anteriormente. As solugdes foram armazenadas sob refrigeracao

até posterior utilizagao.

4.3.2 Ensaio de degradacao do 17p-estradiol

A degradacdo do E2 foi avaliada a partir da incubacdo das solugdes testes do
hormonio com a enzima lacase em seu estado livre e imobilizado em quitosana, a montagem
das reacdes foi realizada com base descrito por Lloret et al. (2010), com algumas adaptagdes.
Para cada concentragdo de E2, 1 mL das solugdes testes foram incubadas separadamente com
2 mL de lacase soluvel ou com a lacase imobilizada nos 10 mg de quitosana magnetizada. O
progresso da degradacdo enzimatica do E2 foi monitorada pela diminui¢cdo da absorbancia
caracteristica do estrogénio no comprimento de onda de 228 nm nos tempos de 0, 12, 60 e 84
horas, seguindo o método de Fonseca, Lima e Esteves (2011). Para validagdo do processo de
degradacao, controles de cada concentracdo teste do E2 (sem a adicdo da enzima) e das
lacases livres e imobilizadas (na auséncia do substrato) foram monitorados e aplicados no
tratamento dos dados. Todo o experimento foi conduzido em triplicata, garantindo a

reprodutibilidade dos resultados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PURIFICACAO DA LACASE

Conforme € possivel observar na tabela 2, a unica etapa de purificacdo aplicada
demonstrou eficiéncia, considerando que nenhum outro método além da cromatografia foi
utilizado. Ao comparar o extrato bruto e a fracdo eluida apds a cromatografia de afinidade
com ConA, a reducdo da proteina total de 8,48 pg/mL para 0,16 pg/mL revela a eliminagao de
grande parte das proteinas ndo especificas e, assim, aumento da concentracdo da molécula de
interesse, visto que ocorre o aumento significativo da atividade especifica de 15,71 mU/mg
para 436,33 mU/mg. Esse acréscimo corresponde a um fator de purificagdo de 27,77 vezes,
indicando que a fragdo obtida apoOs a interacdo com a ConA apresenta uma concentracao
superior da lacase em relagdo as proteinas contaminantes presentes no extrato.

Por fim, o processo de purificagdo demonstrou rendimento de 52,46%, valor
considerado adequado para etapas de purificagdo com alto ganho de seletividade,
especialmente em sistemas baseados em afinidade (Oztekin et al., 2019). Esses resultados
demonstram que a estratégia de purificagdo empregada foi eficiente na obtencdo da lacase,
evidenciada pelo aumento expressivo na atividade especifica e rendimento satisfatorio,

configurando um processo tecnicamente viavel para aplicagcdes que exijam maior pureza da

lacase.
Tabela 2 — Tabela de purificagdo
Amostra Volum Ativ. Prot. Ativ. total Prot. total es:etclivt:ica Purifi Rendimento
: * 3 o,
e(mL) (mU/min) (pg/mL) (mU) (pg/mL) (mU/mg) cacio (%)
B 25 533 339,170 133,25 8,48 15,71 1 100
bruto
Lacase 15 4,66 10,68 69,9 0,16 43633 27,77 52,46
purificada

* Quantidade de enzima empregada para oxidacdo de 1 uM de catecol.
Fonte: A autora (2025).

Em comparagdo com o estudo de Rocha et al. (2023), o qual realizou a purificagdo da
lacase do P. vannamei através do mesmo método, o resultado aqui relatado evidencia maior
sucesso na remocdao de proteinas ndo desejadas, uma vez que apresenta um grau de
purificagdo 12,3 vezes superior ao dos autores, que relatam a obtenc¢do da enzima apenas 2,25
vezes mais pura do que no extrato bruto. Por outro lado, a atividade especifica aqui obtida foi

consideravelmente menor (0,16 mU/mg frente a 6744,10 mU/mg), o que pode indicar perda
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de atividade enzimatica durante a purificagdo. Ainda assim, a atividade total foi mais elevada
(69,9 mU contra 7,10 mU), sugerindo uma maior recuperagao de enzima ativa.

De maneira semelhante, no estudo conduzido por Jaiswal et al. (2016), a lacase
extraida de Trichoderma harzianum (Ehrenberg, 1820) foi purificada utilizando cromatografia
de afinidade com ConA, alcancando um rendimento de apenas 0,39% e uma atividade
especifica de 130,5 mU/mg. Em contraste, no presente trabalho, a lacase obtida do P.
vannamei apresentou atividade especifica em torno de 400 mU/mg e um rendimento de
52,46%, indicando uma recuperacdo enzimatica significativamente mais eficiente. Esses
resultados evidenciam a eficdcia do protocolo de purificacdo adotado para a enzima neste
estudo.

A viabilidade do processo de purificagdo utilizado pode ser atribuida a forte interagao
entre a ConA, uma lectina reconhecida pela sua alta afinidade por glicoproteinas, e as lacases
glicosiladas. Durante a cromatografia, na presenga dos ions Mn*" ¢ Ca*’, a ConA liga-se
fortemente aos residuos de carboidratos presente nas enzimas, possibilitando assim a sua
retencdo e a exclusdo de compostos que ndo sao capazes de participar desta interagdo.
Posteriormente, pela adigdo de uma solugdo contendo moléculas com maior afinidade pela
ConA, como a glicose, a lacase retida a coluna pode ser recuperada de modo eficiente (Chen
et al., 2009).

No grafico 1, ao monitorar a eluicdo das moléculas pelo uso de um gradiente de
sacarose (entre 0 e 0,5 M), o pico protéico evidenciado na presenca das concentragdes de 40 a
60% de sacarose apresentou atividade de lacase, confirmando assim o seu desprendimento da
matriz cromatografica. Com base nisso, as aliquotas situadas na regido do pico foram
agrupadas e selecionadas para os estudos posteriores. Essa abordagem permitiu a
concentragdo seletiva da lacase, assegurando a continuidade dos experimentos com material

enzimatico representativo € com maior grau de pureza.

Grafico 1 — Eluicdo da lacase pela presenca de sacarose
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Fonte: A autora (2025).
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Através da analise SDS-PAGE do extrato bruto e das aliquotas agrupadas (figura 5), é
possivel observar a exclusdo de moléculas pela cromatogratia de afinidade. Na coluna
correspondente ao extrato bruto had a incidéncia de diversas bandas correspondentes as
proteinas presentes, quando analisada a aliquota purificada, apenas duas bandas podem ser
visualizadas, confirmando a eficiéncia da etapa de purificacdo empregada.

Levando em consideracdo os dados de rendimento expostos pela tabela anterior, a
banda predominante assinalada pela presenga de uma seta na coluna referente a purificagdo da
lacase (figura 5), sugere ser a enzima de interesse. Apesar do aparecimento de mais de uma
banda proteica, indicando a purificacdo parcial da enzima, o isolamento foi bem sucedido ja
na primeira etapa. Em contextos industriais, ¢ comum que a purifica¢do de enzimas envolve
muitos processos que, consequentemente, estdo ligados a um custo elevado, o que limita sua
aplicagdo comercial (Robinson, 2015). Nesse sentido, a forma de extracdo da lacase

mostrou-se eficaz e promissora para usos industriais.

Figura 5 — SDS-PAGE da purificacdo enzimatica
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Fonte: A autora (2025).

5.2 IMOBILIZACAO DA LACASE EM QUITOSANA

De acordo com Xu et al. (2013), a imobilizacdo da lacase na quitosana magnetizada
ocorre por meio de ligagdes covalentes entre os grupos amino livres da quitosana e os grupos
funcionais da enzima, mediadas pela agdo do glutaraldeido, como ilustrado pela figura 6. Os

autores ainda afirmam que este agente entrecruzante atua como uma ponte bifuncional,
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promovendo a ligagdo estavel da proteina a matriz, garantindo maior fixacdo da enzima ao
suporte. A escolha pela imobilizacdo em detrimento do uso da enzima livre se justifica pela
maior estabilidade operacional, possibilidade de reutilizagao e resisténcia a variacdes de pH e
temperatura que o sistema imobilizado proporciona (Liu et al., 2012b). No entanto, a enzima
livre possui a vantagem de maior mobilidade e acessibilidade ao substrato, o que pode resultar
em atividade catalitica mais elevada em sistemas homogéneos, ainda que de forma menos

estavel e durdvel (Rostami et al., 2022; Ranimol e Sunkar, 2022).

Figura 6 — Representacdo da imobilizagao da lacase em quitosana
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Com o objetivo de otimizar o processo de imobilizacdo, a reacdo foi avaliada em
diferentes tempos, sendo eles 2, 4 e 16 horas, as melhores condigdes de imobilizagdo foram
determinadas através dos calculos de eficiéncia de carga e rendimento da imobilizacao,
expostos na tabela 3 e representado pelo grafico 2. A partir destes célculos, informagdes
relevantes sobre a quantidade de proteina retida no suporte e a atividade enzimadtica
preservada apos a imobilizagdo, considerando os limites determinados pelo suporte e pela
enzima.

Quando avaliada a eficiéncia de carga, correspondente a porcentagem de proteina
retida pelo suporte, ¢ possivel observar resultados elevados em todos os tempos testados,
apresentando eficiéncia superior a 90% nas incubacdes de 2 e 4 horas, atingindo eficiéncia
maxima no tempo de 16 horas, evidenciando uma forte interagdo entre a lacase e o suporte

imobilizante.
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Tabela 3 — Eficiéncia e rendimento

2h 4h 16h
Eficiéncia da carga (%) 90,90 96,52 100
Rendimento de 12,08 36,47 90,62

imobilizacao (%)
Fonte: A autora (2025).

Entretanto, o rendimento da imobiliza¢do, referente a preserva¢do da atividade
catalitica da enzima apds a imobilizagdo, foi mais sensivel ao tempo de incubacdo. Apesar da
alta eficiéncia de carga, na imobilizagdo ocorrida em 2 horas, obteve-se rendimento de
12,08%, sugerindo que a ligacdo entre a enzima e o suporte pode ter ocorrido de forma
instavel ou com perda da conformagdo ativa. Em 4 horas de incubagdao, o rendimento
aumentou para 36,47%, indicando um avango na estabilizacdo da enzima, mas ainda com
perdas consideraveis de atividade.

O tempo de 16 horas demonstrou o melhor desempenho para a imobilizagdo
enzimdtica, com 100% de eficiéncia de carga e rendimento de imobilizacdo de 90,62%,
demonstrando que o tempo prolongado de incubacdo favoreceu significativamente a interagao
entre a lacase e os grupos funcionais do suporte. O prolongado tempo de interagdo entre
enzima e suporte insoluvel possibilitou uma ancoragem mais estavel e uma melhor
preservacao da estrutura da enzima, resultando em maior retencdo da atividade catalitica
(Halder et al., 2013). Assim, o tempo de incubagdo de 16 horas revelou-se a condi¢do mais
adequada para o processo de imobilizacdo, uma vez que proporcionou a maxima fixagao
enzimatica concomitantemente a uma elevada atividade residual. Os suportes incubados por 2
e 4 horas nao foram submetidos ao ensaio de degradagdo do E2, por apresentarem
desempenho inferior nas etapas anteriores. Este resultado ¢ crucial para aplicagdes futuras em
processos de biorremediacao, onde a estabilidade e a funcionalidade da enzima imobilizada

sdo fatores essenciais.

Grafico 2 — Representagdo grafica dos parametros de rendimento de imobilizagdo
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Fonte: A autora (2025).
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Os resultados obtidos neste trabalho, com Ec de 100% e Ri de 90,62% apos 16 horas
de incubagdo, demonstraram desempenho superior em relagdo a diversos estudos na literatura.
No estudo de Zhang et al. (2009), embora a eficiéncia de carga tenha sido alcangada em
tempo reduzido, o rendimento de imobilizagdo foi limitado e ainda menor em tempos
prolongados. Ja o trabalho de Lin et al. (2015) reportou rendimento de imobilizacio de 66,9%
no tempo de 6 horas, com queda de atividade em periodos mais longos. Esses contrastes
sugerem que a lacase do camarao pode necessitar de um tempo maior para uma imobilizacao
eficiente, possivelmente devido a particularidades estruturais da enzima, mas ainda assim

apresentou desempenho final superior.

5.3 DEGRADACAO DO 17p-estradiol

Este estudo avaliou a degradacdo do estrogénio E2 pela enzima lacase nas formas livre
e imobilizada, em diferentes concentragdes do hormdnio (25, 50 e 100 mg/L) e tempos de
incubagao (0, 12, 60 e 84 horas). Os resultados obtidos estao representados nos graficos 4, 5 e
6, os quais evidenciam o comportamento distinto da enzima em fung¢ado do tipo de aplicagao e

da concentracao do E2.

5.3.1 Ensaio de degradacao do 17p-estradiol

A degradacdo do E2 catalisada pela lacase livre e imobilizada foi avaliada através de
monitoramento espectrofotométrico. Fonseca, Lima e Esteves (2011), ao estudarem a
degradacao deste hormoénio através da radiagdo solar, descrevem o espectro de absorc¢ao
destas moléculas com picos caracteristicos na regido entre 228 nm e 279 nm no espectro
visivel, conforme ilustrado pelo grafico 3. Durante o processo de degradagdo observou-se
uma redug¢do progressiva na intensidade dessas bandas, refletindo a diminui¢do da
concentragdo do hormoénio. Essa correlagdo permite o uso da espectrofotometria como

ferramenta sensivel e eficaz para acompanhar a degradagdo do composto ao longo do tempo.
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Grafico 3 — Espectro de absorbancia do 173-estradiol
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Fonte: A autora (2025).

O grafico 4 apresenta os dados referentes a degradagdo do E2 na concentracao de 25
mg/L. E possivel observar que a lacase livre promoveu uma reducio drastica da concentragio
de E2 nas primeiras 12 horas de reagdo, atingindo concentragdes baixas ou impossiveis de
identificar pelo aparelho utilizado. Esse resultado sugere a degradagdo completa do
estrogénio, sendo condizente com o alto potencial oxidativo da lacase frente a uma baixa
concentracdo de substrato (Bilal et al., 2019). No entanto, devido a limitagdo do método
utilizado, ndo se pode descartar a possibilidade de interferéncias experimentais ou falhas na
detecgdo, havendo a necessidade de confirmagdo da analise por meio de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC).

Grafico 4 — Degradacgdo do E2 na concentragdo de 25 mg/L
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Fonte: A autora (2025).
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Quando avaliado o comportamento da lacase imobilizada, a reacdo nas 12 horas
iniciais ndo causou degradacdo do estrogénio. No entanto, os tempos reacionais seguintes
apresentam uma diminuigdo progressiva do composto, chegando, respectivamente, a
aproximadamente 60% e 50% da concentracdo inicial. Isso indica que, embora mais lenta, a
lacase imobilizada também degrada estrogénio ao longo do tempo, reforcando a hipotese de
uma cinética de reagao retardada devido a imobilizagdo da enzima.

No grafico 5 é observado que na concentragdo intermedidria de 50 mg/L, a lacase livre
promoveu uma degradacdo nas primeiras 12 horas, reduzindo a concentracdo de E2 para
aproximadamente 65%. Porém, essa reducdo ndo se intensificou consideravelmente com o

tempo, mantendo-se em torno de 60% em 60 horas, e 55% em 84 horas.

Grafico 5 — Degradacdo do E2 na concentragdo de 50 mg/L
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Fonte: A autora (2025).

A lacase imobilizada, por sua vez, manteve a concentragdo de E2 em 100% nas
primeiras 12 horas, contudo, nos tempos seguintes foi identificado a queda de concentracao
do estrogénio para cerca de 85% e 80%. Assim, como observado em 25 mg/L, ha uma
tendéncia clara de atraso na atividade da enzima imobilizada, com ag¢ao mais perceptivel
somente apos periodos prolongados de incubagao.

No grafico 6, correspondente a maior concentragdo de estrogénio testada (100 mg/L),
a enzima nas suas duas formas apresenta uma menor eficiéncia de degradagdo em comparagao
as concentragdes anteriores. Ao analisar, a enzima imobilizada seguiu a tendéncia até entao
observada, apresentando degradacdo significativa apenas ap6s as 12 horas iniciais, enquanto a

lacase livre foi capaz de causar uma diminui¢cdo do composto para aproximadamente 80% da
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concentragdo inicial. Nas analises referentes a 84 horas, o E2 na presenca da lacase livre
apresentou diminui¢do para 76% da sua concentracdo, enquanto aquele em contato com a
lacase imobilizada manteve-se por volta de 87%. Isso mostra que a eficiéncia da degradacao
diminui em concentragdes mais elevadas de estrogénio, o que pode estar associado a uma
saturagdo do sitio ativo da enzima, inibi¢ao por excesso de substrato ou limita¢des difusionais

nos sistemas imobilizados (Halder ef al., 2014).

Grafico 6 — Degradacdo do E2 na concentragdo de 100 mg/L
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Fonte: A autora (2025).

A andlise comparativa dos dados obtidos demonstra que a lacase livre apresenta maior
eficiéncia na degradacao do E2, especialmente nas concentragdes de 25 mg/L e 50 mg/L. Esse
comportamento sugere que a enzima, em sua forma solivel, possui maior acessibilidade ao
substrato, favorecendo a interacdo direta do E2 e, consequentemente, promovendo uma
degradagdo mais rapida e expressiva. A redugdo significativa da concentracdo do estrogénio ja
nas primeiras 12 horas, principalmente na condi¢do de 25 mg/L, evidencia o potencial da
lacase livre como biocatalisador em processos de remogao de contaminantes hormonais (Bilal
et al., 2019). Em estudo comparativo, Ranimol e Sunkar (2022) observaram que a lacase livre
apresentou eficiéncia catalitica cerca de duas vezes superior a lacase imobilizada em alginato
de cobre, evidenciando que a forma livre possui melhor afinidade e desempenho em baixas
concentragdes de substrato, embora apresente menor estabilidade durante o armazenamento.

Por outro lado, a lacase imobilizada apresentou uma resposta mais lenta, sem

degradagdo perceptivel nas primeiras 12 horas em nenhuma das concentragdes testadas.
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Apenas em tempos de incubagdo mais longos, como 60 e 84 horas, foi possivel observar
redugdo na concentracao de E2, embora essa degradagdo tenha sido menor quando comparada
a enzima livre. Essa diferenga de desempenho pode estar associada a imobilizacdo da enzima,
que, apesar de aumentar sua estabilidade estrutural, pode restringir sua flexibilidade
conformacional ou dificultar o acesso do substrato ao centro ativo. O tempo de imobilizagdo ¢
uma variavel crucial no processo, pois periodos muito curtos podem impedir que as moléculas
de lacase penetrem adequadamente na matriz do suporte, levando a reducdo da atividade
enzimatica (Halder et al., 2014). Além disso, limitagdes comuns em sistemas imobilizados
podem retardar o inicio da atividade catalitica. Esse desempenho inferior pode estar
relacionado ao uso de reticuladores como o glutaraldeido, que, embora aumentem a
estabilidade da enzima ao formar ligagdes com grupos amino, podem também causar
alteragdes estruturais e dificultar o acesso ao sitio ativo, comprometendo a atividade catalitica
(Migneault et al., 2004; Palvannan et al., 2014; Daassi et al., 2014).

Nas concentracdes mais altas de estrogénio, observou-se uma redugdo geral da
eficiéncia de degradacgdo, tanto para a lacase livre quanto para a imobilizada. Isso pode estar
relacionado a uma possivel inibicdo enzimatica por excesso de substrato, a saturacao do
sistema enzimatico ou ainda a formag¢ao de agregados que dificultam a oxidagdo (Zheng et al.,
2016). De modo geral, a lacase livre apresentou desempenho superior mesmo nessa condi¢ao,
embora com degradacdo menos acentuada do que em concentragdes mais baixas.
Considerando os resultados obtidos, a degradacao do E2 em 50 mg/L pela lacase livre
demonstrou melhor desempenho comprovado, com degrada¢do expressiva ja nas primeiras
horas e manutengdo da atividade ao longo do tempo. Ja na condugao de 25 mg/L com lacase
livre, a degradacao parece ter sido total, embora essa hipotese ainda careca de confirmacao
por HPLC.

Em sintese, os dados reforgam que a forma livre da lacase tem maior potencial para
aplica¢do direta na degradagdo de estrogénio, enquanto a forma imobilizada, embora mais
estavel e reutilizavel, exige tempo de reagdo mais longos para alcangar resultados similares.
Assim, testes com maior tempo de incubagdao e aplicagdo de métodos analiticos mais
sensiveis, como o HPLC, sdo recomendados para avaliar com maior precisao a real eficiéncia

da lacase imobilizada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo confirmam, de modo geral, as hipoteses propostas e
sustentam o potencial da lacase extraida de subprodutos do camardo P. vannamei na
degradagdo do E2 em condicdes laboratoriais. A atividade enzimdtica da lacase proveniente
do hepatopancreas foi comprovada, evidenciando sua capacidade de atuar sobre o substrato
alvo. A eficiéncia na degradagdo do E2 foi particularmente notavel quando a enzima foi
aplicada em sua forma livre, indicando elevado desempenho -catalitico sob baixas
concentragdes do contaminante.

A imobilizagdo da lacase em quitosana magnetizada, embora tenha conferido maior
estabilidade e potencial de reutilizagdo, resultou em menor eficiéncia nas fases iniciais da
incubacdo, com degradacdo significativa apenas em periodos prolongados. Isso sugere que
fatores como limitagdes difusionais ou alteragdo conformacional da enzima podem impactar
negativamente sua atividade imediata.

De forma abrangente, os achados demonstram que a lacase oriunda de residuos da
industria pesqueira ¢ funcional e promissora para aplicagdes em processos de biorremediagao,
especialmente em sua forma livre. Além disso, o aproveitamento de subprodutos do P
vannamei reforga o valor estratégico de integrar solu¢des ambientais a praticas de economia

circular e valorizag¢ao de residuos industriais.

6.2 LIMITACOES DA PESQUISA

Apesar dos resultados positivos obtidos, este estudo apresentou algumas limitagdes
que devem ser consideradas na interpretagdo dos dados. A principal limitagao foi a auséncia
de um método quantitativo, como o HPLC, para confirmagdo precisa a respeito da eficiéncia
da técnica e a identificacdo de possiveis produtos intermedidrios da oxidagao. Isso se tornou
particularmente relevante no experimento de degradacao do E2 a 25 mg/L pela lacase livre,
onde a concentracdo residual foi indetectavel. Outra limitacdo refere-se ao tempo de
incubacao utilizado. Apesar da tendéncia observada ao longo das 84 horas, especialmente
com a lacase imobilizada, esse periodo pode ter sido insuficiente para identificar o potencial

da enzima quando insoluvel, cuja acdo foi visivelmente mais lenta.

6.3 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
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Diante das limitacdes identificadas e com base nos resultados obtidos, diversas
possibilidades de continuidade podem ser propostas para aprofundar o conhecimento sobre o
uso da lacase do P. vannamei na degradacao de compostos. Em primeiro lugar, destaca-se a
importancia da aplicacdo de técnicas analiticas sensiveis, que permitirdo ndo apenas confirmar
a degradacdo do estrogénio, mas também caracterizar os produtos formados, contribuindo
para uma compreensdo mais completa. Também ¢é recomendada a amplificacdo do tempo de
incubagdo nos ensaios com a enzima imobilizada, uma vez que os resultados apontaram para
uma atividade tardia e progressiva. Outra linha de pesquisa promissora envolve o teste de
novos métodos de imobilizacdo ou suportes alternativos que reduzam as limitagcdes e
preservem a atividade catalitica da enzima. Por fim, considerando uma abordagem sustentavel
deste trabalho, o aproveitamento desse residuo do camardao como fonte enzimatica reforca a
necessidade de investir em estratégias de reaproveitamento de residuos da aquicultura,

promovendo solucdes de baixo custo, ambientalmente responsaveis e tecnicamente eficientes.
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