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PREFACIO

No ano de 2022 publicamos o e-book intitulado Biorreme-
diacdo e Biodegradacéo - Enfase em Microrganismos. Este livro
foi escrito em parceria om alunos da disciplina Biodegradacéo e
Biorremediagéo, que tem como objetivos i) avaliar o uso de micror-
ganismos para a biodegradagéo e biorremediagao de xenobidticos;
i) introduzir os principais conceitos relacionados com as vias meta-
bélicas e transformagdes bioquimicas dos xenobidticos causadas
pelos microrganismos; iii) discutir as técnicas utilizadas para a
avaliagdo dos processos de biodegradacgdo e biorremediagao e as
técnicas de avaliagdo de ecotoxicidade.

No inicio de 2025, oferecemos novamente a disciplina e
surgiu a ideia de juntos, docentes e alunos dos Programas de Pds-
Graduagdo em Bioquimica, Biotecnologia Ambiental e Ciéncia
de Alimentos da Universidade Estadual de Maringd, publicarmos
novamente um e-book que complementasse o primeiro. Assim foi
a génese desse titulo BIORREMEDIACAO ENZIMATICA. Esta obra
estd destinada especialmente a jovens pesquisadores, estudantes
de graduagéo e pds-graduacdo primordialmente, mas ndo apenas,
das areas de bioquimica, biotecnologia ambiental e ciéncias de ali-
mentos, que sejam apaixonados por enzimas e que se interessem
pelo seu uso na solugdo de problemas ambientais.

Continuamos acreditando que o0s novos textos agora
apresentados representam uma maneira fundamentada de dizer e
propagar "CUIDEMOS DO PLANETA TERRA, NOSSA CASA!"

Os custos de editoragao da obra para que fosse possivel
torna-la de livre acesso a todos os interessados, foram cobertos por
projeto financiado pelo Conselho de Pesquisa e Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq, Processo 404589/2023-5).
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RESUMO:

A biorremediagdo enzimatica é uma técnica inovadora e sustentavel
utilizada para descontaminar ambientes poluidos por meio da acdo de
enzimas especificas que degradam ou transformam compostos téxicos em
substancias menos nocivas. Diferente da biorremediagédo convencional, que
depende da atividade de microrganismos vivos, a abordagem enzimatica
utiliza diretamente as enzimas, 0 que permite maior controle sobre as
reacdes, independéncia das condicdes ambientais e reducdo de riscos
ecoldgicos associados ao uso de organismos geneticamente modificados.
Aimportancia dessa técnica reside na sua eficiéncia, seletividade e menor
impacto ambiental. Ela é amplamente empregada no tratamento de solos e
dguas contaminadas por hidrocarbonetos, pesticidas, corantes industriais,
metais pesados e solventes organicos. Além disso, a biorremediagdo
enzimética é uma alternativa promissora frente aos métodos fisico-
quimicos tradicionais, que frequentemente sdo caros, geram residuos
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secundarios e requerem alta demanda energética. As principais enzimas
utilizadas incluem as dxido-redutases (como lacases e peroxidases), que
promovem reagoes de oxidagdo de compostos aromaticos e fendlicos; as
hidrolases (como lipases, esterases e proteases), que quebram ligagoes
quimicas especificas em contaminantes organicos; e as oxigenases, que
incorporam oxigénio em moléculas alvo, facilitando sua degradacdo. A
escolha da enzima depende do tipo de contaminante e das caracteristicas
do ambiente afetado. Por sua versatilidade, seletividade e compatibilidade
com principios da quimica verde, a biorremediacdo enzimética tem se
destacado como uma ferramenta valiosa na promogao da sustentabilidade
e na recuperacdo de ecossistemas degradados.

Palavras-chave: enzimas, hidrolases, microrganismos, xido-redutases,
oxigenases.



INTRODUCAQ

A poluicdo ambiental resulta da introducdo de substancias
ou agentes poluentes no ambiente que causam efeitos adversos e
comprometem a qualidade do ar, 4gua e solo. Ela é consequéncia,
principalmente, de atividades humanas, como a queima de com-
bustiveis fésseis, o despejo inadequado de residuos e a utilizagcdo
excessiva de produtos quimicos. A poluigdo afeta negativamente
a salde humana, a biodiversidade e os ecossistemas, provocando
desequilibrios que tém consequéncias a longo prazo para o planeta
(SHETTY et al., 2023).

Os poluentes ambientais podem ser classificados de diferen-
tes maneiras, uma delas é por sua concentragdo e impacto sobre
o0 ambiente. Nesse caso, podemos dividi-los em duas categorias:
macropoluentes e micropoluentes. Os macropoluentes sédo os
poluentes presentes em grandes quantidades no ambiente, com um
impacto direto e imediato sobre a salide humana e ecossistemas.
Eles englobam diéxido de carbono (CO,), mondxido de carbono, dxi-
dos de nitrogénio, particulas em suspensédo (PM10 e PM2.5), com-
postos orgénicos volateis e metais pesados (SHARMA et al., 2023).
J& os micropoluentes, sdo os poluentes encontrados em concentra-
¢oes muito pequenas no ambiente, mas que podem ter impactos
significativos ao longo do tempo, especialmente em organismos
vivos. Nesse grupo incluem-se farmacos e produtos farmacéuticos,
pesticidas e herbicidas, fertilizantes, bifenilos policlorados, produtos
quimicos industriais (dioxanas, ftalatos e bromo-difenil-éteres), plas-
ticos e microplasticos (WOLOWICZ et al,, 2025).

A degradacgao de poluentes ambientais, tanto macropoluen-
tes quanto micropoluentes, é essencial para minimizar os impactos
sobre 0 ambiente e sobre a salde humana. Diversos métodos fisi-
cos, quimicos e bioldgicos sdo empregados para tratar e reduzir a
concentragdo desses poluentes (AHMED et al, 2021). Os métodos



biolégicos (biorremediacdo) sdo processos que usam bactérias,
algas, fungos e leveduras para remover materiais contaminantes do
ambiente. Os microrganismos adaptam-se facilmente as diferentes
condigdes de cultivo, podendo desenvolver-se, inclusive, em condi-
¢Oes bastante indspitas (NARENDRA et al., 2024).

Diversas bactérias e fungos vém ganhando espaco na degra-
dacdo de poluentes gragas aos seus arsenais enzimaticos capazes
de metabolizar parcial ou completamente diferentes xenobidticos
(BALA et al, 2022; MOUSAVI et al, 2021). Os consércios microbia-
nos sdo mais eficientes na biodegradacédo de poluentes orgédnicos
em comparagdo com 0s microrganismos isolados devido ao seu
potencial catabdlico diversificado e forte capacidade enzimética
(BALA et al, 2022; MASSOT et al, 2022). A degradacdo enziméatica
é, portanto, um processo-chave na biorremediagdo microbiana.
Vérias enzimas microbianas desempenham papéis de destague no
processo de biorremediacéo. Tanto fungos quanto bactérias exibem
notdvel versatilidade no gerenciamento de poluentes devido aos
seus sistemas enzimaticos exclusivos, que incluem enzimas extra
e intracelulares. Consequentemente, as enzimas utilizadas na bior-
remediacdo enzimatica provém principalmente de microrganismos,
bactérias como Pseudomonas e Bacillus e fungos como Aspergillus
niger, Pleurotus ostreatus e Phanerochaete chrysosporium j& asso-
ciados a biodegradacédo microbiana (DINAKARKUMAR et al.,, 2024).

BIORREI\/IEDIAQE\O ENZIMATICA VERSUS
BIORREMEDIACAO MICROBIANA

O uso de enzimas em comparacdo com a célula inteira
apresenta vantagens que incluem maior especificidade, atividade
padronizavel, maior mobilidade e atividade, mesmo na presencga de



altas concentragdes de compostos toxicos, além de persisténcia e
recalcitrancia (MOUSAVI et al, 2021) (Tabela 1). Na biorremediacéo
enzimatica as enzimas sdo utilizadas para acelerar a decomposig¢ao
especialmente de poluentes orgénicos, tais como hidrocarbonetos,
solventes industriais, pesticidas e compostos fendlicos. As enzimas
atuam quebrando as ligagdes quimicas desses compostos o que
facilita sua conversdo em substancias menos téxicas ou atéxicas. A
biorremediacdo enzimatica surge como uma alternativa promissora
utilizando principalmente enzimas extracelulares, ndo-dependentes
de cofatores, para degradar poluentes de maneira eficiente e eco-
logicamente amigével.

Enzimas extracelulares como oxidorredutases, particular-
mente lacases, bem como peroxidases como lignina peroxidase e
peroxidase dependentes de manganés, desempenham papéis criti-
cos no processo de redugao. Enquanto as lacases utilizam oxigénio
como aceptor de elétrons, as peroxidases usam perdxido de hidrogé-
nio para esta mesma finalidade (ABU-TAHON et al, 2025, BACKES
et al, 2022). Dentro das células, varios citocromos, especialmente
o citocromo P450, conduzem inUmeras atividades de oxidagao.
Phanerochaete chrysosporium possui aproximadamente 150 genes
do citocromo P450 (SAKAI et al,, 2018).

Tabela 1- Comparacao do uso da biorremediacéo
microbiana e da biorremediacdo enzimatica

Biorremediagao microbiana (organismos

Critério . . o Biorremediagdo enzimatica

naturais e geneticamente modificados)
Definigio Uso de microrganismos vivos (bactérias, fungos) Uso direto de enzimas isoladas para degradar

para degradar poluentes. poluentes.

Autorreplicacdo dos microrganismos; adaptacdo a o . .
Vantagens pucaG g g Alta especificidade e controle maior sobre a reacao.

novos poluentes,

Risco de morte dos microrganismos; contaminagdo  Inativacdo da enzima com o tempo; necessidade de
Desvantagens g ¢ a P

cruzada. reposicao.
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Microrganismos metabolizam contaminantes como

Acdo catalitica direta das enzimas sobre 0 poluente,

Mecanismo fonte de carbono e energia, transformando-osem  i.e, enzimas isoladas catalisam reacdes quimicas
de acdo substancias menos tdxicas. Producdo natural de para degradar poluentes sem a necessidade de
enzimas para degradar. microrganismos vivos.
Controle do Diffcil de controlar devido ao crescimento e Maior controle, pois as enzimas podem ser aplicadas
processo adaptacdo dos microrganismos ao ambiente. em concentracdes especificas.
. . y Geralmente mais rpido, pois enzimas previamente
Tempo de Pode ser mais lento devido ao tempo necessario para . IS TpIds, OIS ENzIMmas p
degradacéo crescimento e adaptagdo dos microrganismos Selcionadas 530 postas a agr dirtamente sobe 05
' contaminantes.
Microrganismos podem degradar uma ampla As enzimas sao altamente especfficas para
Especificidade  variedade de contaminantes, mas podem ser determinados compostos, 0 que exige, no entanto,
sensiveis as condicOes ambientais. combinagdo de vdrias enzimas para maior eficiéncia,
Pode haver proliferagdo excessiva de . . . —
. . N . . Menor impacto ambiental, pois as enzimas ndo se
Efeito microrganismos, impactando ecossistemas locais. . . .
. . . . " reproduzem nem persistem no ambiente apds a sua
ambiental Microrganismos geneticamente modificados podem inativagan
apresentar riscos ecoldgicos. '
T Microrganismos podem ser sensiveis a variacdes de . . )
Resisténcia g P I Enzimas podem ser modificadas para maior
- temperatura, pH e presenca de compostos tdxicos. P e
acondices . . . i resisténcia, mas algumas sao mais facilmente
d Microrganismos geneticamente modificados podem degradadas ou natvadas
adversas Ser mais resistentes. '
Remediagéo de solos contaminados por petrdles, ~ Tratamento de dguas residuais, remogao de corantes,
Aplicagdes metais pesados, pesticidas e outros poluentes degradagéo de compostos organicos especificos
organicos. (como lignina e hidrocarbonetos).
Pode ser mais barato a longo prazo devido a . O .
. ; . " Pode ser mais caro devido a necessidade de
Custo capacidade dos microrganismos de se multiplicarem - s .
. producdo e estabilizagdo das enzimas.
e atuarem continuamente.
Velocidadede  Pode ser lenta devido & adaptacdo dos Geralmente mais rdpida, pois evita a fase de
atuacéo microrganismos. adaptacdo.
. Sensivel a mudancas ambientais (pH, temperatura,  As enzimas também podem ser afetadas pelas
Sensibilidade

toxicidade).

condigdes ambientais, mas podem ser estabilizadas.

A biorremediacado enzimatica tem sido amplamente estudada
e aplicada em diversos cendrios, como o tratamento de dguas con-
taminadas, solos poluidos por produtos petroquimicos, remediacéo
de residuos industriais e recuperagao de areas degradadas. A bio-
degradagéo de hidrocarbonetos do petréleo, € uma das dreas mais
estudadas, visto que vazamentos de 6leo podem causar sérios danos
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ambientais. Nesse contexto, enzimas como a lipase e a peroxidase
tém sido isoladas e aplicadas para acelerar a degradagao do petréleo
e seus derivados. Além disso, a utilizagao de enzimas em processos
de biotecnologia para tratar 4guas residuais industriais também tem
mostrado resultados promissores. Os compostos fendlicos presen-
tes em efluentes industriais, como os originados da industria téxtil,
podem ser degradados por enzimas como a lacase e a peroxidase,
gue transformam esses poluentes em compostos ndo toéxicos ou de
baixo impacto ambiental (ABU-TAHON et al,, 2025).

PRINCIPAIS ENZIMAS
EXTRACELULARES UTILIZADAS
NA BIORREMEDIACAO ENZIMATICA

A biodegradacdo microbiana depende principalmente de
processos enzimaticos oxidativos facilitados por diferentes oxidases
e peroxidases, prosperando em ambientes téxicos que suportam
essas reagdes cruciais. Enzimas extracelulares como oxidorreduta-
ses, particularmente lacases, bem como peroxidases como lignina
peroxidase e peroxidase de manganés, desempenham papéis criticos
no processo de redugao. Enquanto as peroxidases usam peréxido de
hidrogénio como seu aceptor de elétrons, as lacases dependem de
oxigénio. A produgdo de radicais hidroxila durante esses processos
auxilia na quebra das estruturas alifaticas ou ciclicas de poluentes em
metabdlitos mais simples (GARCIA-MARTIN et al, 2024). Algumas
das principais enzimas utilizadas em biorremediacdo enzimatica sdo
listadas na Tabela 2.

21



Tabela 2 - Principais enzimas extracelulares utilizadas na biorremediacao enzimatica

Enzimas Reacdes envolvidas e poluentes degradados

Lignina Oxidam substratos aromaticos utilizando perdxido de hidrogénio (H,0,) como doador

peroxidases de elétrons, Utilizadas na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
fendis e corantes téxteis.

Mn peroxidases Oxidam substratos arométicos utilizando perdxido de hidrogénio como doador de
elétrons via a oxidacao de Mn(1l) a Mn(lll). Utilizadas na degradagéo de compostos
aromaticos complexos como pesticidas, corantes e fendis.

Lacases Oxidam compostos aromaticos por meio da transferéncia de elétrons para o oxigénio

molecular, gerando dgua como subproduto. Poluentes degradados: compostos
fendlicos, pesticidas, corantes sintéticos

Esterases e lipases

Quebra de ligacdes éster e amida em ambientes aquosos, convertendo compostos
téxicos em subprodutos menos nocivos. Poluentes degradados: dleos, gorduras,
gsteres e pesticidas organofosforados.

Mono- e di- Insercao de oxigénio molecular em compostos aromaticos, promovendo sua clivagem.

Oxigenases Poluentes degradados: hidrocarbonetos aromaticos, benzeno, tolueno, xileno. S&o
importantes para a degradacdo de compostos organicos que contém carbonos
insaturados ou heterodtomos, como o enxofre.

Amilases e Degradam amidos e proteinas, respectivamente, sendo diteis no tratamento de

proteases efluentes ricos nestas moléculas

Queratinases Proteases capazes de hidrolisar queratin. Em associagdo com dissulfito redutases so
capazes de degradar principalmente as queratinas de aves

Quitinases Hidrolisam a quitina, um polissacarideo presente em exoesqueletos de insetos
¢ paredes celulares de fungos e que também pode ser encontrado em alguns
cpoluentes ambientais.

Cutinases Atuam na biodegradagéo de cutina, um polimero lipidico encontrado no crtex
de plantas e em outras estruturas vegetais (cascas de frutas, folhas e sementes).
Desempenham um papel essencial na degradagéo de residuos vegetais, mas seu uso
pode ser estendido a biorremediacdo e biodegradacdo de materiais organicos mais
complexos, incluindo plésticos.

Desidrogenases Catalisam a remogéo de dtomos de hidrogénio de substratos com a ajuda de cofatores

como NAD+ ou FAD. So bastante utilizadas para a desidratacdo de hidrocarbonetos
atuando na remogdo de hidrogénios em compostos hidrogenados, como alcenos e
hidrocarbonetos saturados, e na desidrogenagéo de dcidos graxos.

22



Enzimas Reacdes envolvidas e poluentes degradados

Nitro-redutases Catalisam a reducdo de compostos nitro-aromaticos, que sdo frequentemente
encontrados em poluentes industriais, como solventes e explosivos.

Nitrilases Catalisam a hidrdlise de ligagdes triplas entre carbono e nitrogénio (grupo nitrila) de
herbicidas, polimeros e pldsticos com formagéo de dcidos carboxilicos e amdnia,

Amidases Hidrolisam amidas em dcidos carboxilicos e aminas. Essas reacdes sao fundamentais
para a detoxificacdo de poluentes industriais, como solventes e pesticidas,
contribuindo para a limpeza ambiental de forma eficiente e sustentavel,

Organofosforilases Catalisam a quebra das ligacGes fosfato-carbono de compostos organofosforados
(pesticidas e herbicidas), transformando-0s em produtos menos tixicos e mais
facilmente assimildveis pelo meio ambiente.

ENZIMAS INTRACELULARES
UTILIZADAS NA BIORREMEDIAGAQ
ENZIMATICA: O CITOCROMO P450

O citocromo P450 (EC 114141) é uma superfamilia de enzi-
mas heme encontradas nos trés dominios bioldgicos (Eucariotos,
Bactérias e Archaea), responséaveis por uma ampla gama de fungdes
que vao desde a sintese de produtos naturais complexos e meta-
bolismo de farmacos nos sistemas vivos até a biotransformacéao de
substancias quimicas tdxicas em ecossistemas (LI et al, 2020). As
P450s tém uma capacidade intrinseca de degradar xenobidticos por
meio de transformagdes quimicas como hidroxilagdes e epoxida-
cOes alifaticas, desalquilagdes, desalogenagdes e vérias inativagdes
baseadas em mecanismos que sdo centrais para a quimica da bior-
remediacdo (BHANDARI et al, 2021). Dentro das células, vérios cito-
cromos conduzem indmeras atividades de oxidacdo. Phanerochaete
chrysosporium, por exemplo, possui cerca de 150 genes de variantes
do citocromo P450 (FOUAD et al, 2022).
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A capacidade adaptativa de diversos microrganismos, aliada
a versatilidade catalitica do citocromo P450, destaca seu potencial
no desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas sustentaveis vol-
tadas a recuperagao de areas impactadas por poluigao orgéanica. As
enzimas do citocromo P450 catalisam reagdes de oxidagao através
de 4 passos (GUENGERICH, 2018; LI et al,, 2020): 1. o substrato, geral-
mente um composto organico, se liga ao centro ativo da enzima; 2.
o citocromo P450 utiliza elétrons de cofatores como NADPH (nico-
tinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) para ativar uma
molécula de oxigénio; 3. um atomo de oxigénio é transferido para o
substrato, formando um produto oxidado; o outro 4tomo de oxigénio
é liberado como agua ou em outra forma, dependendo do contexto
da reagao; 4. o produto oxidado pode ser mais facilmente degradado
por outras enzimas ou pode se tornar um intermedidrio que é mais
biodegradavel. Essas reagdes de oxidagdo podem envolver a quebra
de ligagdes C-C ou C-heterodtomos (compostos contendo nitrogé-
nio, enxofre ou cloro), transformando os substratos em produtos que
podem ser mais facilmente metabolizados por outras enzimas ou por
microrganismos do ambiente.

DESAFIOS E PERSPECTIVAS

Embora a biorremediagdo enzimatica ja tenha demonstrado
grande potencial em diversos contextos, sua aplicagdo em larga
escala ainda enfrenta desafios importantes, como a estabilidade das
enzimas em ambientes complexos e os custos de produgéo em larga
escala. Nesse sentido, o desenvolvimento de coquetéis enzimaticos
(misturas de diferentes enzimas com atividades complementares)
tem se mostrado uma estratégia promissora para aumentar a eficién-
cia da degradagao de poluentes variados. A utilizagdo de coquetéis
permite abordar a complexidade quimica de contaminantes mistos,
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acelerando a degradacédo e ampliando o espectro de atuagéo do
processo. Aliada a engenharia de enzimas para aumentar sua resis-
téncia a variagbes de pH, temperatura e presenga de inibidores, essa
abordagem tende a consolidar a biorremediagado enzimatica como
uma ferramenta cada vez mais robusta.

A evolucédo da biorremediacdo enzimatica depende direta-
mente da integragdo de tecnologias emergentes, como a biologia
sintética e a nanotecnologia, para o design de sistemas enzimati-
cos mais eficazes, versateis e economicamente viaveis. A formula-
cdo de coquetéis enzimaticos especificos para diferentes tipos de
contaminagao, juntamente com o desenvolvimento de métodos de
imobilizacdo de enzimas que preservem sua atividade por periodos
prolongados, aponta para um futuro em que a remediagcdo ambien-
tal podera ser feita de maneira mais seletiva, rdpida e sustentével.
Investimentos continuos em pesquisa e parcerias entre academia e
industria serdo essenciais para transformar o potencial dessa tecno-
logia em solugdes préticas para a descontaminagao de solos, d4guas
e ecossistemas afetados pela atividade humana.
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RESUMO:

A biorremediacdo enzimatica constitui uma estratégia promissora
para a degradacdo de contaminantes organicos e inorganicos em
ambientes impactados, utilizando enzimas extracelulares produzidas
por microrganismos. No entanto, a avaliagdo de sua eficiéncia demanda
metodologias analiticas robustas que permitam monitorar a degradagéo
dos poluentes, a formagdo de subprodutos e a possivel toxicidade
residual. Este capitulo apresenta uma revisdo sistematizada dos principais
métodos empregados nesse monitoramento. Técnicas espectroscapicas,
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como a espectrofotometria UV-Vis e a espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), sdo utilizadas para detectar
alteragbes estruturais em compostos-alvo. Métodos cromatogréficos,
como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), possibilitam
a identificacdo e quantificagdo de poluentes e seus metabdlitos com alta
sensibilidade. A andlise de carbono organico total (TOC) é empregada
para mensurar a carga organica residual, sendo um indicativo indireto
da mineralizagdo de contaminantes. Técnicas de microscopia, como a
eletronica de varredura (MEV) e a de forca atémica (AFM), auxiliam na
avaliagdo de alteragbes morfoldgicas em superficies contaminadas e
biofilmes. Por fim, bioensaios com organismos-teste (bactérias, algas,
sementes e peixes) sdo fundamentais para a avaliacdo da toxicidade
ecotoxicoldgica dos produtos gerados. A integracdo desses métodos
permite uma analise multidimensional da eficiéncia da biorremediagéo
enzimatica, assegurando sua aplicabilidade segura e eficaz no contexto
da remediacdo ambiental.

Palavras-chave: biorremediacdo, biodegradacdo, métodos de monitoramento,
técnicas analiticas.
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INTRODUCAQ

A intensificacdo das atividades industriais e agricolas ao
longo das Ultimas décadas tem contribuido significativamente para
0 acumulo de contaminantes organicos e inorganicos em solos,
aguas e sedimentos, representando sérios riscos a salide humana,
aos ecossistemas e a sustentabilidade ambiental. Compostos
como corantes sintéticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs), pesticidas, solventes clorados e metais pesados sdo exem-
plos de poluentes com alta persisténcia e toxicidade, cuja remocao
eficiente representa um dos principais desafios da remediagao
ambiental contemporanea.

A crescente preocupagdo com a contaminagdo ambiental
causada por esses compostos tem estimulado o desenvolvimento
de tecnologias sustentaveis e eficazes para a descontaminagéo de
solos, dguas e efluentes. Nesse contexto, a biorremediagdo enzima-
tica tem se destacado como uma alternativa promissora, sustentdvel
e tecnicamente vidvel. Essa abordagem utiliza enzimas extracelu-
lares isoladas ou produzidas in situ por microrganismos (principal-
mente fungos lignoliticos e bactérias), para promover a degradacao,
remocgao do ambiente ou transformacao desses poluentes em subs-
tancias menos tdxicas ou inofensivas.

No entanto, avaliar a eficiéncia da biorremediagao enzimatica
€ uma tarefa complexa, que vai muito além da simples observagao
da redugdo visual da contaminagdo, uma vez que, nem sempre a
remocao aparente de um poluente implica em sua completa degra-
dacgéao ou detoxificagdo. Para garantir que a degradagao seja efetiva,
segura e completa, é essencial utilizar métodos analiticos capazes
de identificar, quantificar e caracterizar tanto os poluentes originais
guanto seus produtos intermediarios e finais. Além disso, é necesséa-
rio verificar se os subprodutos da biotransformagéo nédo apresentam
toxicidade residual, o que exige uma abordagem multidisciplinar.
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Assim, torna-se fundamental empregar técnicas que permitam
monitorar a evolugdo do processo, identificar subprodutos interme-
didrios e finais, verificar alteragbes estruturais nas moléculas-alvo,
quantificar a redugdo da carga organica e avaliar possiveis efei-
tos téxicos residuais.

Diversas metodologias tém sido utilizadas com esse objetivo.
Técnicas espectroscépicas, como a espectrofotometria UV-Vis, sdo
Uteis para acompanhar a degradagdo de compostos com absorgdo
caracteristica. J4 a espectroscopia no infravermelho com transfor-
mada de Fourier (FTIR) permite detectar mudancas nos grupos
funcionais dos contaminantes, fornecendo informacdes estruturais
valiosas. Métodos cromatograficos como a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) sdo essenciais para a identificagdo
e quantificagcdo precisa de metabdlitos e compostos alvo em niveis
traco, revelando as etapas da biotransformacao enziméatica. A andlise
de carbono orgéanico total (TOC) fornece dados quantitativos sobre a
carga orgéanica total presente no sistema antes e apds o tratamento,
funcionando como um indicador indireto da mineralizagdo dos
poluentes. Técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
microscopia de forga atbmica (AFM) permitem visualizar alteragoes
morfoldgicas em superficies contaminadas, biofilmes e interagcdes
microrganismo-substrato. Por fim, os bioensaios com organismos-
-teste, sdo fundamentais para determinar a toxicidade residual dos
produtos de degradacao.

Portanto, este capitulo tem como objetivo apresentar uma
andlise abrangente dos principais métodos utilizados no monitora-
mento da eficiéncia da biorremediagdo enzimética, destacando seus
principios, aplicagdes e limitagdes. A integracdo desses métodos
analiticos permite uma avaliagcdo precisa e confidvel do desempe-
nho dos processos de biorremediagdo, contribuindo para o desen-
volvimento de tecnologias mais eficazes, seguras e ambientalmente
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responsaveis. Os principais métodos utilizados para avaliagédo da efi-
ciéncia da biorremediagao enzimatica sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Principais métodos utilizados para avaliagéo
da eficiéncia da biorremediagdo enzimatica

Método

Importancia

Espectrofotometria UV-Vis

Avalia a degradacéo de compostos coloridos, como
corantes industriais.

Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

|dentifica mudancas estruturais principalmente
grupos funcionais nos poluentes antes e apds o
tratamento enzimético.

Cromatografia gasosa acoplada
espectrometria de massas (GC-MS)

|dentificagdo dos principais produtos da degradaao.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Quantifica compostos de degradacdo e intermedidrios
gerados no processo de biorremediacdo.

Andlise de carbono organico total (TOC)

Mede a reducdo da carga organica nos sistemas
tratados.

Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e
microscopia de forca atdmica (AFM)

Avalia alteracoes morfoldgicas em superficies
contaminadas antes e apds a tratamento enzimatico.

Andlises de toxicidade (bioensaios)

Utiliza organismos-teste (bactérias, algas, peixes,
sementes) para avaliar a toxicidade dos produtos
resultantes do tratamento enzimatico,

UTILIZAGCAO DA ESPECTROMETRIA
UV-VIS NA AVALIAGAO DA EFICIENCIA
DA BIORREMEDIAGAQ ENZIMATICA

A espectrometria UV-Vis baseia-se na absor¢do de radiagao
eletromagnética por moléculas em solugdo, resultando em transi¢oes
eletrdnicas entre orbitais moleculares. A radiagdo UV/Vis (200-750 nm)
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€ considerada uma radiagdo energética que pode interagir com
elétrons de valéncia de moléculas e ions, excitando-os a um nivel
de energia mais elevado. Assim, a absorgdo nessa regido fornece
informagdes importantes sobre a natureza eletrbnica dos compos-
tos (BARBOOQTI, 2015).

Cada substancia possui um padrao caracteristico de absor-
¢ao, expresso por meio do espectro UV-Vis. A Lei de Beer-Lambert
relaciona a absorbancia a concentragdo do analito, permitindo quan-
tificar a degradacé@o dos compostos-alvo (PASSOS; SARAIVA, 2019;
TISSUE, 2002). Muitas metodologias UV/Vis importantes foram
desenvolvidas para a determinacéo de estruturas orgénicas, inorga-
nicas e idnicas complexas em diversas matrizes. Como exemplo, a
determinacdo de metais pesados pode ser realizada com sucesso
apdés a formagdo de complexos com desenvolvimento de cores
distintas por associagdo com ligantes selecionados (BARBOOTI,
2015, MARCZENKAO, 1986).

A espectrometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma téc-
nica amplamente utilizada para monitorar alteragcdes na concentra-
cao de compostos orgénicos e inorganicos em solugdo. No contexto
da biorremediacao enzimatica, a UV-Vis permite avaliar a degradagao
de poluentes, como corantes, hidrocarbonetos e pesticidas, através
da variagédo na absorgdo em comprimentos de onda caracteristicos.

A espectrometria UV-Vis é empregada para avaliar a eficiéncia
da biorremediagdo enzimatica comparando espectros obtidos antes
e apos o tratamento. Os principais indicadores incluem: reducgao da
absorbéncia em picos caracteristicos, indicando a degradacéao do
poluente; deslocamento de bandas de absorgao, sugerindo transfor-
magdes estruturais na molécula do contaminante; aparecimento de
novos picos, representando produtos de biotransformacgéao. Alguns
exemplos onde a espectrometria UV-Vis é largamente utilizada no
monitoramento da degradagéo de poluentes estdo arrolados a seguir.
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DEGRADAGAO DE CORANTES INDUSTRIAIS - A espectrometria UV-Vis
é utilizada para monitorar a perda de coloracéo e as quebras de liga-
¢oes azo (-N=N) em corantes sintéticos.

REMOCAO DE HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAS) -
A anélise espectrofotométrica permite verificar a oxidagdo de com-
postos arométicos apds o tratamento com enzimas oxidativas.

DeGrADAGAO DE PESTICIDAS - O desaparecimento de picos
caracteristicos de pesticidas organofosforados pode ser observado,
indicando sua conversdo em produtos menos tdxicos.

ANALISE DE ANIONS INORGANICOS - Fluoreto (presente nas dguas
superficiais em vérios niveis); cianeto (listado como um dos poluen-
tes tdxicos que precisam ser monitorados no meio ambiente);
nitrito (anions de nitrito e nitrato sdo comuns no meio ambiente,
com altas concentragdes de nitrito presentes em dguas industriais,
esgotos, efluentes biologicamente purificados e em cérregos polui-
dos) (BARBOOTI, 2015).

POLUENTES ORGANICOS - Fenol (os niveis de fenol e compostos
fendlicos indicam a presenga de poluigdo de fontes industriais, como
derivados de petréleo, residuos de inseticidas, herbicidas, fungici-
das e pesticidas); detergentes (os surfactantes ndo biodegradaveis
representam um problema ambiental) (BARBOOTI, 2015).
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AVALIAGAQ DA EFICIENCIA DA
BIORREMEDIAGAQ ENZIMATICA
UTILIZANDO ESPECTROSCOPIA

NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) € uma ferramenta poderosa para monitorar as trans-
formacdes quimicas que ocorrem em decorréncia da biorremediacéo,
pois fornece informacdes sobre as ligagdes quimicas e os grupos
funcionais dos compostos resultantes. A espectroscopia de trans-
missdo é o método mais antigo e comumente utilizado para iden-
tificar substancias quimicas orgéanicas ou inorganicas, fornecendo
informagdes especificas sobre a estrutura molecular, ligagdes quimi-
cas e ambiente molecular. Pode ser aplicada ao estudo de amostras
sdlidas, liquidas ou gasosas, sendo uma ferramenta poderosa para
estudos qualitativos e quantitativos (SIMONESCU, 2012).

Na espectroscopia no infravermelho, a radiagao infravermelha
propaga-se através de uma amostra. Parte da radiagao infravermelha
é absorvida pela amostra e parte é transmitida. O espectro resul-
tante representa a absorcao e a transmissao molecular, criando uma
impressao digital molecular da amostra (NICOLET, 2001) (Figura 1).
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Figura 1- Espectroscopia infravermelha

Fonte: Adaptado de NICOLET (2001).

A espectroscopia no infravermelho tem sido uma técnica
fundamental para andlise de materiais em laboratério hd mais de
setenta anos. Um espectro infravermelho representa uma impressao
digital de uma amostra com picos de absor¢do que correspondem as
frequéncias de vibragado entre as ligagdes dos 4tomos que compdem
o material. Como cada material diferente tem uma combinacgéo Unica
de 4tomos, dois compostos ndo produzem exatamente o mesmo
espectro infravermelho. Portanto, a espectroscopia de infravermelho
pode resultar em uma identificagé@o positiva (analise qualitativa) de
todos os tipos de materiais. Além disso, o tamanho dos picos no
espectro é uma indicagao direta da quantidade de material presente
(CHAKRABORTY; DAS, 2017; NICOLET, 2001).

A espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) é uma técnica amplamente utilizada para a carac-
terizagdo de compostos orgénicos e inorganicos. As informagdes
que o FTIR pode fornecer sdo: identificagdo de materiais desco-
nhecidos; determinacdo da qualidade ou consisténcia de uma
amostra; determinacdo da quantidade de componentes em uma
mistura (NICOLET, 2001).
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O uso do FTIR para avaliar a eficiéncia da biorremediacéo
enzimatica é uma abordagem promissora para o monitoramento
da degradacdo de poluentes ambientais. A FTIR permite identi-
ficar mudangas estruturais nos contaminantes antes e apds o tra-
tamento, proporcionando uma andlise detalhada dos mecanismos
de degradagdo enzimética. A espectroscopia de infravermelho
pode identificar os tipos de interagdes entre o corante e a subs-
tédncia que o degrada, de acordo com suas unidades funcionais
(SRINIVASAN; SADASIVAM, 2021).

A espectroscopia FTIR baseia-se na absor¢do de radiagao
infravermelha por moléculas, resultando na excitagdo de suas vibra-
¢Oes moleculares caracteristicas. O espectro obtido revela picos
especificos que correspondem a diferentes grupos funcionais, como
carbonilas (C=0), hidroxilas (O-H) e ligagoes C-H. A técnica utiliza
um interferdbmetro para transformar os sinais de absorgdo em um
espectro de facil interpretagdo, permitindo uma anélise qualitativa e
semiquantitativa dos compostos presentes na amostra. O processo
instrumental esté ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Processo instrumental da FTIR. FFT: Transformada Rapida de Fourier

Fonte: Adaptado de NICOLET (2001).
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A biorremediagao enzimatica pode ser monitorada por FTIR
comparando os espectros antes e apds o tratamento. As principais
alteragdes espectrais observadas incluem: (a) reducdo ou desapare-
cimento de bandas associadas a grupos funcionais caracteristicos
de poluentes, indicando degradagao dos compostos; b) formacao de
novos picos, sugerindo a conversdo dos poluentes em subprodutos
menos toxicos; c) mudancgas na intensidade de bandas especificas,
refletindo alteragdes na composi¢éo quimica da amostra.

Do ponto de vista ambiental, o FTIR auxilia na medicdo da
frequéncia e intensidade da absorgdo da amostra, auxiliando no
acesso a composigcao quimica dos grupos funcionais. Essa analise
também determina a natureza dos poluentes, fornecendo informa-
¢oes composicionais e estruturais, bem como seus mecanismos de
ligagdo, em caso de remocdo de poluentes no processo de sor¢do
(GRUBE et al, 2008; SIMONESCU, 2012).

Alguns exemplos onde a técnica FTIR é largamente uti-
lizada no monitoramento da degradacdo de poluentes sdo breve-
mente discutidos abaixo.

DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS - Estudos mostram que a
FTIR permite acompanhar a quebra de ligagdes C-H e a formacgéo
de grupos oxigenados durante a biodegradacéo de 6leos e combus-
tiveis (IMAM et al,, 2019).

REMOGAO DE CORANTES TEXTEIS - Andlises por FTIR demonstram
a reducgdo de grupos azo (-N=N-) em corantes sintéticos tratados
com enzimas oxidativas, evidenciando sua degradacao. FTIR foi utili-
zado para avaliar a degradagéo do corante téxtil vermelho do Congo
pelo fungo Ganoderma lucidum (MOTA et al., 2015). FTIR também foi
utilizado para analisar a degradacéo do corante vermelho do Congo
pelo fungo Oudemansiella canarii (IARK et al, 2019) e para avaliar a
degradagéo do corante antraquindnico Azul Brilhante de Remazol R
(RBBR) pelo fungo Oudemansiella canarii (UBER et al,, 2022).
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BioTRANSFORMAGAO DE PESTICIDAS - FTIR detecta a clivagem de
ligagbes P=0 e C-Cl em pesticidas organofosforados, indicando
sua conversao em produtos menos téxicos. FTIR foi utilizado para
avaliar a remogao do herbicida picloram de solu¢des aquosas pelos
fungos Ganoderma lucidum e Trametes sp. (MACIEL et al, 2013). Os
grupos funcionais geralmente envolvidos nos processos de biossor-
cao (isto &, carboxila, amino e fosfato) foram identificados em ambas
as biomassas fungicas.

Em estudos de remediagdo ambiental de metais pesados e
metaloides por biossorgao, a espectroscopia FTIR pode ser utilizada
para caracterizar biomateriais, auxiliando na reducdo da poluicao e
em suas caracteristicas de modificagdo quimica (MUNGASAVALLI
et al, 2007; SIMONESCU, 2012).

Muitos estudos tém sido realizados, como a caracterizagao
do biomaterial apés modificagdo quimica da quitosana com glutaral-
deido, a fim de obter um produto com boas propriedades de sorgao
(DELEANU et al, 2008). A espectroscopia FTIR utilizada para apli-
cagoes de biorremediacdo de metais téxicos foi estudada por Dash
et al. (2014), onde mudangas bruscas nos nimeros de onda foram
observadas na presenca e auséncia de mercurio na biomassa de
Bacillus thuringiensis PW-05.

A espectroscopia FTIR pode ser utilizada para identificar a
natureza de possiveis interagdes entre sorventes (biossorventes) e
poluentes. Em um estudo de Yee et al. (2004), o mecanismo de liga-
¢ao entre cobre e biomassa foi determinado a partir do espectro de
absorcao no infravermelho.

De acordo com Mecozzi et al. (2009), a espectroscopia FTIR
€ um método apropriado para obter informacdes confidveis sobre
a composicao e estrutura de qualquer composto e para estudar
modificagdes moleculares e desenvolvimento de modelos, avaliando
mecanismos de efeitos tdxicos e degradacéo de polimeros.
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Concluindo, a espectroscopia FTIR é uma ferramenta essen-
cial para a avaliacdo da eficiéncia da biorremediagdo enzimética,
permitindo monitorar mudancgas estruturais nos contaminantes. Seu
uso possibilita uma andlise detalhada dos processos de degradacao,
auxiliando no desenvolvimento de estratégias mais eficazes para a
descontaminagdo ambiental.

USO DA CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS (GC-MS) NA
AVALIACAO DA EFICIENCIA DA
BIORREMEDIAGAQ ENZIMATICA

A cromatografia gasosa (GC) separa os compostos com base
em suas propriedades voléteis e interacdes com a fase estacionaria
da coluna cromatogréfica, e fornece resultados qualitativos e quan-
titativos (KANAUIJIA, 2019). A Figura 3 mostra os principais compo-
nentes de um cromatégrafo gasoso.

Figura 3 - Principais componentes de um cromatografo gasoso

Fonte: TECNAL (2025).
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As aplicagdes da GC sdo extensas em estudos envolvendo
biorremediacdo por razdes ébvias (IMAM et al, 2019). E pertinente
observar que a anélise cromatogréfica de hidrocarbonetos de petrd-
leo é crucial em aplicagbes upstream e downstream. Métodos padroes
de GC estdo prontamente disponiveis para determinar a composigao
de vérios fluxos de refinaria e produtos acabados, incluindo controle/
garantia de qualidade e transferéncias de custddia. Esses protocolos
analiticos sao igualmente aplicdveis a determinagao das classes e
hidrocarbonetos individuais em derramamentos de éleo e em pes-
quisas de biorremediagéo.

Os pré-requisitos da andlise por CG sdo a volatilidade dos
analitos e a preparagdo adequada da amostra para extragdo com
solventes ideais. A identificacdo de compostos geralmente é reali-
zada por comparagdo com padrdes de hidrocarbonetos individu-
ais ou em mistura. Devido a versatilidade dessa técnica analitica,
diversos detectores, como ionizagdo de chama (FID), condutividade
térmica (TCD) e espectrometria de massas (CG-EM), séo utilizados
rotineiramente (IMAM et al, 2019). Dentre os diversos detectores,
o espectrometro de massas (CG-EM) é o mais potente e auxilia na
identificagdo dos compostos (SPARKMAN; PENTON; KITSON, 2011).

A espectrometria de massas é uma técnica analitica alta-
mente informativa que se torna ainda mais poderosa quando com-
binada com sistemas cromatogréaficos (GC ou HPLC) (IMAM et al,,
2019). A espectrometria de massas (MS) identifica os compostos
separados pela GC com base na fragmentagdo molecular e na
relacdo massa/carga (m/z) (SPARKMAN; PRICE, 2006). Ela ioniza
0s compostos quimicos para gerar moléculas carregadas com dife-
rentes relagdes massa-carga. Essa técnica fornece informagdes qua-
litativas e quantitativas sobre os analitos apds a conversao ibnica.
E usada para determinar a assinatura elementar ou isotépica de
uma amostra, as massas de seus componentes e para elucidar as
estruturas quimicas das moléculas. A MS possui ampla gama de
aplicagdes em monitoramento ambiental, anélise forense, pesquisa
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clinica, protedmica, gendmica e andlise de dados fisico-quimicos. A
técnica é altamente sensivel, precisa e pode ser acoplada a cromato-
grafia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(CHAKRABORTY; DAS, 2017).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de mas-
sas (GC-MS) é uma técnica analitica altamente sensivel e seletiva
utilizada para a identificagcdo e quantificagdo de compostos volateis e
semivolateis. Ela proporciona uma determinagao inequivoca de com-
postos orgdnicos presentes em concentragdes ultrabaixas, sem a
necessidade de padrdes quimicos, sendo uma técnica ideal devido a
existéncia de enormes bancos de dados espectrais de massa (IMAM
et al, 2019). A andlise por GC-MS permite a obtencédo de espectros
caracteristicos que auxiliam na identificagdo precisa dos poluentes e
seus subprodutos de degradagéo.

No contexto da biorremediagdo enzimatica, a GC-MS per-
mite monitorar a degradagdo de poluentes orgéanicos e identificar
produtos intermediarios e finais da biotransformagéo. Entre as prin-
cipais aplicagdes, destacam-se: a) identificacdo e quantificacédo de
poluentes antes e apds o tratamento enzimatico; b) detecc¢éo de pro-
dutos intermedidrios e finais da biodegradacéo; ¢) monitoramento
da reducéo de compostos tdxicos e formagado de metabdlitos menos
prejudiciais; d) determinacdo de mecanismos de degradagéo enzi-
matica. Alguns exemplos onde CG-MS pode ser utilizada para avaliar
a eficiéncia da biorremediacdo enzimética seriam:

BIODEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS ~POLICICLICOS AROMATICOS
(HPAs) - A GC-MS permite acompanhar a quebra de anéis aromati-
cos e a formagao de metabdlitos oxigenados menos toxicos.

DEGRADAGAO DE PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS - A técnica é uti-
lizada para detectar a conversao de pesticidas téxicos em produtos
de menor impacto ambiental.
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REMOGAO DE SOLVENTES INDUSTRIAIS - A andlise por GC-MS per-
mite monitorar a reducdo de solventes volateis e a formacgdo de
metabdlitos biodegradéveis.

A degradacdo de HPAs usando uma cepa bacteriana
Cronobacter sakazakii foi relatada em solo contaminado com éleo
de motor (IMAM et al,, 2019). Wu et al. (2017), relataram uma taxa de
biodegradacédo de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPs), alca-
nos e HPAs presentes no solo contaminado com petréleo usando
GC-MS. O potencial de degradagao de hidrocarbonetos de fungos
de podridao branca isolados de solo contaminado com alcatrdo de
hulha também é relatado, no qual varios HPAs foram determinados
por meio de andlise GC-MS (CANET et al, 2001).

Em muitos estudos de biorremediacgdo, a GC-MS tem sido uti-
lizada na identificagdo e quantificacéo de hidrocarbonetos, incluindo
HPAs, e na determinagao dos metabdlitos formados por meio de sua
biodegradacéo. Foi utilizada também para a determinagao do fenan-
treno juntamente com seus metabdlitos (3,4-di-hidroxifenantreno,
4cido ftalico, acido pirtvico, 4cido acético e acido oxdlico) (IMAM
et al, 2019). Da mesma forma, a degradagéo do pireno e seus meta-
bdlitos (cis-4,5-di-hidrodiol, 3,4-di-hidroxifenantreno, acido ftalico,
&cido pirdvico, &cido acético e 4cido latico) também foram identifica-
dos (UMAR et al,, 2017).

A biorremediacdo de HPAs (naftaleno, fenantreno, fluoreno,
antraceno, pireno, benzo(e)pireno e benzo(k)fluoranteno) foi estudada
em altas concentragdes com cargas de até 1,5 g/L. Os resultados da ana-
lise GC-MS mostraram eficiéncias de degradagdo de 90% e 80% em 10
dias. Este estudo também determinou os metabdlitos formados durante
a degradagdo de todos os HAPs individualmente (PUGAZHENDI
et al, 2017). GC-MS também foi utilizado para avaliar a degradacéo do
bisfenol A (BPA) e analisar a formagdo dos metabdlitos gerados (DE
FREITAS et al.,2017). Neste trabalho foram identificados 13 metabdlitos
da degradacéo do BPA, incluindo compostos aromaticos e alifaticos.
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Fica evidente que a técnica de GC-MS desempenha um papel
relevante em diversos aspectos das investigacdes em biorremedia-
cdo. Trata-se de uma ferramenta extremamente eficaz na detecgao
de analitos hidrocarbonetos em niveis de tracos, o que seria inviavel
com outras técnicas analiticas. Outro ponto importante é sua capa-
cidade de identificagdo qualitativa de metabdlitos, utilizando-se de
um banco de dados espectral de massas. Essas informagbes sdo
valiosas para os pesquisadores, pois auxiliam no planejamento de
experimentos com concentragdes mais baixas de contaminantes.
Além disso, a GC-MS permite a elucidagdo de mecanismos de bio-
degradagdo dos analitos e das vias metabdlicas envolvidas, com
base na atividade microbiana especifica.

APLICAGAQ DA CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(HPLC) NA AVALIAGAQ DA
BIORREMEDIAGAQ ENZIMATICA

A cromatografia liquida € um método para a separagdo de
componentes soélidos ou liquidos com alto ponto de ebuligédo e de
pesos moleculares relativamente altos de uma mistura para a deter-
minagado de sua composig¢ao. O método baseia-se na inje¢cdo de uma
solugdo da amostra em uma coluna preenchida com determinados
materiais (a fase estaciondria) e na passagem de um liquido (fase
mével) através da coluna. Os componentes sdo retidos na fase esta-
ciondria de forma diferente, dependendo de suas propriedades e
das condigdes analiticas (BARBOOTI, 2015). A Figura 4 apresenta
um esquema da instrumentalizagdo da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC).
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Figura 4 - Instrumentalizacao da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Fonte: Autoria prdpria.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia baseia-se na sepa-
ragdo de componentes de uma amostra por meio de interagdes com
uma fase estacionéaria e uma fase mével. Diferentes modos de sepa-
ragao, como fase reversa, fase normal e cromatografia de troca idnica,
sdo aplicaveis de acordo com a polaridade e estrutura dos compos-
tos a serem analisados. O HPLC permite a deteccdo em diversos
comprimentos de onda, frequentemente utilizando detectores de
ultravioleta-visivel (UV-Vis) e de espectrometria de massas (MS).

No contexto da biorremediagédo enzimatica, o HPLC permite
avaliar a degradagao de poluentes e a formagado de produtos inter-
mediarios e finais. Sua alta sensibilidade e resolu¢cdo possibilitam
um monitoramento preciso da eficiéncia de processos enziméticos
aplicados a remediagcdo ambiental. Dentre suas principais aplica-
¢oes, destacam-se o monitoramento da degradagdo de compostos
téxicos, como pesticidas, fdrmacos e poluentes industriais; iden-
tificagcdo e quantificacdo de metabdlitos intermedidrios e finais da
biotransformagéo enzimatica; determinacdo da cinética de degra-
dacdo de poluentes e eficiéncia das enzimas utilizadas; analise da
persisténcia de compostos em diferentes condicdes ambientais.
Alguns exemplos do uso do HPLC na anélise da eficiéncia da biorre-
mediagdo enzimatica sao:
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DEGRADAGAO DE CORANTES INDUSTRIAIS - O HPLC permite quanti-
ficar a redugdo da concentragéo de corantes apds tratamento enzi-
maético e identificar produtos de biotransformacao.

REMOGAO DE FARMACOS DE EFLUENTES - A técnica é utilizada para
monitorar a degradagéo de antibéticos e outros farmacos em siste-
mas de tratamento bioldgico.

BIODEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS - O HPLC auxi-
lia na identificacdo dos produtos formados na degradagéo de com-
postos organicos persistentes.

Barbooti (2015), aborda a determinagdo de poluentes
organicos em amostras ambientais que podem ser analisados por
métodos de LC, sendo eles, aminas alifaticas, triazinas, compostos
organofosforados, ftalatos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs), esterdis, produtos farmacéuticos, compostos carbonilicos e
compostos perfluorados.

A vantagem do HPLC é sua compatibilidade com amostras
aquosas (ou extratos) o que ajuda a minimizar as etapas de pré-tra-
tamento da amostra (PENA et al, 2007). O detector de HPLC ampla-
mente utilizado é baseado em UV (também chamado de DAD) que
normalmente nao detecta os hidrocarbonetos saturados, no entanto,
os hidrocarbonetos aromaticos sédo facilmente detectados com o
detector de matriz de diodos (DAD). Esses detectores envolvem
interacdo de UV (absorgdo ou fluorescéncia) com os compostos.
Por esse motivo, os HAPs sdo facilmente quantificados em amostras
de solo ou &gua por meio de andlise por HPLC, embora o limite de
deteccéo seja maior que o da CG. A analise por HPLC em experi-
mentos de biorremediacdo geralmente utiliza colunas C18 e eluicdo
isocratica ou de gradiente para PAHs (IMAM et al,, 2019).

HPLC-MS é um procedimento de diagndstico que combina
a capacidade de anélise de massa da espectrometria de massa (MS)
com a capacidade de particdo substancial da cromatografia liquida
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(LC) (PITT, 2009). A cromatografia liquida usando espectrometria de
massa (LCMS) permite que moléculas ndo volateis, termicamente
reativas e polares sejam separadas antes de serem introduzidas
em um espectrometro de massa para detecgdo. Esta metodolo-
gia em tandem pode ser utilizada para a anélise de componentes
organicos, bioquimicos e inorganicos geralmente presentes em
amostras amalgamadas de origem ecoldgica e organica. Portanto,
a LCMS pode ser usada funcionalmente em uma ampla érea que
inclui monitoramento ambiental, biotecnologia, industrias farmacéu-
ticas, de processamento de alimentos e cosméticas e agroquimicas
(BHATTACHARIEE et al,, 2022).

APLICAGAO DA ANALISE DE CARBONO
ORGANICO TOTAL (TOC) NA AVALIAGAO
DA BIORREMEDIAGAQ ENZIMATICA

TOC (do inglés, Total Organic Carbon) representa a quanti-
dade total de carbono presente em compostos organicos em uma
determinada matriz (dgua, solo ou sedimento). Essa métrica é fre-
guentemente utilizada como indicador indireto da presenca de
poluentes orgédnicos ou matéria organica biodisponivel. Durante a
biorremediagao, a redugdo dos niveis de TOC ao longo do tempo
pode indicar a degradagdo dos compostos organicos contaminantes,
como hidrocarbonetos de petréleo, solventes clorados, pesticidas e
compostos fendlicos, refletindo a eficacia do processo bioldgico.

Além disso, a analise de TOC pode ser Util para acompanhar
a atividade microbiana. A medida que os microrganismos degradam
os contaminantes, parte do carbono é mineralizado em CO, e outra
parte é incorporada a biomassa microbiana, o que pode ser detec-
tado por variagdes no TOC total ou particionado (carbono dissolvido
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vs particulado). Em estratégias de bioestimulagao, onde se adicio-
nam nutrientes ou fontes de carbono para favorecer o crescimento
microbiano, o TOC também pode ser usado para monitorar o equi-
librio entre oferta e consumo de carbono, auxiliando no ajuste das
condigdes ambientais ideais para o processo.

Os métodos mais comuns de determinagao do TOC incluem
oxidagao térmica com deteccdo por infravermelho ndo dispersivo
(NDIR) e oxidagao quimica com persulfato, ambos adequados para
diferentes tipos de amostras. Contudo, é importante destacar que o
TOC nao fornece informagdes qualitativas sobre os compostos pre-
sentes, ou seja, ndo diferencia entre os diversos tipos de contaminan-
tes organicos, sendo necessario complementar a andlise com outras
técnicas, como cromatografia (GC-MS ou HPLC), para uma avaliagéo
mais especifica. Apesar de suas limitagdes, sua aplicabilidade ampla,
sensibilidade e rapidez tornam essa técnica uma aliada importante
no gerenciamento e avaliagao de projetos de recuperagdo ambiental.

A determinacdo de carbono organico total é realizada em
diferentes areas de pesquisa, contextos ambientais e industriais.
Segundo Bisutti, Hilke e Raessler (2004), os exemplos de andlises de
TOC incluem: indicacdo de contaminagdo da agua por compostos
organicos sintéticos; caracterizacdo quimica; grau de humidificagao
dos residuos; estimativa do teor de carbono do solo; ciclagem de car-
bono do solo; fluxos de carbono em sistemas aquaticos. Concluindo,
TOC é uma ferramenta valiosa no contexto da biorremediacéao, forne-
cendo informagdes quantitativas sobre a carga organica presente no
ambiente e permitindo o acompanhamento da evolugao do processo
de descontaminagao. Dentre as principais aplicagdes, destacam-se:

MONITORAMENTO DA DEGRADAGAO DE CONTAMINANTES ORGANICOS -
Como muitos dos poluentes sdo compostos orgénicos, a redugao
no TOC ao longo do tempo indica que os contaminantes estdo
sendo metabolizados.
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AVALIAGAO DA ATIVIDADE MICROBIANA - Se 0 TOC diminui, mas o
carbono inorganico (como carbonatos) permanece estdvel, isso
sugere que a matéria organica (incluindo os poluentes) estd sendo
biodegradada. Um aumento temporério no TOC pode indicar a pro-
dugao de biomassa microbiana ou intermedidrios de degradacéo, o
que também é um sinal de atividade bioldgica.

COMPARAGAO ENTRE AREAS TRATADAS E CONTROLE - Medigdes de TOC
em areas remediadas vs. ndo remediadas ajudam a deduzir se a bior-
remediacao estd acelerando a remogao de matéria orgénica poluente.

|DENTIFICAQ]:\O DE FONTES DE CARBONO NAO RELACIONADAS AO POLUENTE
- As vezes, fontes externas de carbono (como matéria organica natural
ou aditivos usados na biorremediagao) podem interferir. A andlise de
TOC ajuda a diferenciar entre o carbono do poluente e outras fontes.

BALANCEAMENTO DE CARBONO EM SISTEMAS DE REMEDIAGAO - Permite
0 acompanhamento do destino do carbono durante a biodegrada-
cao: se estd sendo mineralizado a CO, ou incorporado a biomassa.

MONITORAMENTO DA DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO
- Em solos contaminados com éleo diesel ou gasolina, o TOC dimi-
nui a medida que bactérias (ex.: Pseudomonas, Rhodococcus) meta-
bolizam os hidrocarbonetos. Estudos mostram a correlacdo que
ha entre reducdo de TOC e remocédo de BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos).

AVALIAQ/:\O DA BIORREMEDIAQ/:\O DE PESTICIDAS E HERBICIDAS -
Compostos como atrazina e organoclorados possuem carbono
em sua estrutura; sua degradagdo pode ser rastreada via TOC. Em
alguns casos, intermedidrios de degradagao podem aumentar tem-
porariamente o TOC antes da mineralizagdo completa.

TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS - Em dguas residuais com
alta carga orgénica (ex.: industrias téxteis ou alimenticias), o TOC
ajuda a verificar a eficiéncia de biorreatores (ex.: lodos ativados).
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A medicao do TOC é realizada por dois métodos: direto ou
indireto. A ideia é converter todas as diferentes formas de carbono
em uma forma simples, CO,, que é facil de medir quantitativamente
(PANIZ et al, 2001). No método direto, o carbono orgéanico presente
na amostra é medido de duas maneiras. A primeira é remover o car-
bono inorgénico por meio de tratamento acido antes da medigdo
do carbono orgénico. O segundo método ndo remove o carbono
organico. Em vez disso, a oxidagdo quimica é usada para determi-
nar o teor de carbono orgéanico (BISUTTI; HILKE; RAESSLER, 2004).
No método indireto, o contelido de carbono organico é obtido pela
subtragdo numérica do contelido de carbono inorganico do conte-
Udo de carbono total.

Segundo Shetty e Goyal (2022), o método universal usado
para medir TOC é pela oxidagao do contelido orgéanico na amostra
de 4gua para converté-lo em formas quantificaveis. Com base na
forma e concentragdo de matéria orgénica presente na amostra de
agua e especificagdes analiticas (rapidez, precisdo), vdrias técnicas
de oxidagao e detecgao podem ser usadas, conforme descrito abaixo:

METopo DE comBusTAO - Consiste em oxidar matéria organica
em altas temperaturas (1200 °C). O CO, liberado € primeiro colo-
cado em contato com tubos depuradores e, em seguida, o conteldo
organico é medido usando absorcado infravermelha néo dispersiva
(NDIR). Em métodos de combustéo, o CO, é detectado e o carbono
inorganico precisa ser removido antes que o carbono orgénico possa
ser quantificado (BISUTTI; HILKE; RAESSLER, 2004).

METODO DE OXIDAGAO CATALITICA - No método de oxidagado cata-
litica para andlise de TOC, a decomposi¢do do contetido organico
em CO, ¢ alcangada em torno de 720 °C. O CO, liberado é entéo
detectado pela técnica NDIR. O método padrao de oxidagdo catali-
tica por combustdo com um catalisador de platina opera a 680 °C e é
mundialmente aceitdvel. Uma caracteristica essencial deste método
¢ sua abordagem para oxidar efetivamente substéncias organicas
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gue sdo comparativamente dificeis de degradar, como compostos
organicos insollveis e macromoleculares.

METODO DE OXIDAGAO QuiMICA - A oxidag@o termoquimica com
persulfato, comumente conhecida como “persulfato aquecido’, usa
a mesma técnica de geracéo de radicais livres com a oxidagao auxi-
liada por uma combinacéo de UV e persulfato, mas aumenta a tem-
peratura para aumentar o potencial de oxidagdo do persulfato. Essa
abordagem usa o mesmo método de produgao de radicais livres que
a oxidagao por UV/persulfato, mas adiciona calor para aumentar o
potencial de oxidagédo do persulfato.

METopo DE oxiDAGAO UV - Produtos quimicos ndo sdo neces-
sarios apenas no caso de dgua ultrapura e aplicagdes farmacéuticas
nas quais a oxidagao UV direta pode ser feita. Nos ultimos anos,
dispositivos onde a oxidagdo UV direta pode ser feita tornaram-se
muito populares para obtengdo de dgua ultra-pura e na industria
farmacéutica. A razado da popularidade para monitoramento de TOC
no setor farmacéutico é que essa técnica é rapida e confidvel e ndo
requer produtos quimicos, além de ser uma operagéo direta e com
uma adequada razao custo-beneficio.

USO DA MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA (MEV) E DA
MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
(AFM) NA AVALIACAO DA EFICIENCIA
DA BIORREMEDIACAQ ENZIMATICA

As técnicas de MEV e AFM representam uma abordagem
poderosa para a avaliagdo da eficiéncia da biorremediagéo enzi-
matica. Enquanto a MEV fornece informagdes detalhadas sobre a
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morfologia e composicdo das superficies tratadas, a AFM possibi-
lita a andlise de interagdes em escala nanométrica, permitindo um
entendimento aprofundado dos mecanismos envolvidos na reme-
diagdo ambiental. O uso dessas técnicas auxilia na otimizagao de
processos biotecnoldgicos, promovendo estratégias mais eficientes
para a recuperagdo de ambientes contaminados.

Até o momento, a maioria dos estudos de biorremediacdo
envolvendo fungos tem se concentrado em experimentos laborato-
riais com culturas de microrganismos isolados e caracterizados de
ambientes poluidos com alta pressao seletiva. Os fungos interagem
com metais e outros poluentes de diferentes maneiras, entre elas:
processos de mobilizagcdo ou imobilizagao, sorgéo a células externa-
mente (envelopes de exopolissacarideos) ou ligagéo interna a com-
ponentes intracelulares (citoplasma) e transformagao quimica entre
espécies metalicas. Nesse sentido, embora o uso de técnicas de ME
em estudos de biorremediacdo seja subvalorizado, elas constituem
um conjunto de metodologias que tém sido aplicadas, principal-
mente em amostras poluidas com metais pesados, para obter novas
informagdes sobre as interagdes metal-micélio flngico e permitir um
diagnéstico rapido sobre a capacidade dos fungos de adsorver e/ou
acumular metais (SOLE; CALVO; JOSE, 2019).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é um tipo de
microscopia eletrénica usada principalmente para estudar a morfo-
logia de superficies de amostras. As imagens sdo produzidas pela
varredura da superficie da amostra com um feixe de elétrons foca-
lizado, geralmente operando de menos de 1 kV a 30 kV. Os elétrons
do feixe interagem com dtomos da amostra e cada uma dessas inte-
ragoes pode ser visualizada com detectores especificos para explo-
rar a morfologia da superficie e a composicéao elementar (Figura 5)
(SOLE; CALVO; JOSE, 2019).
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Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura do micélio de
Aspergillus sp. (a) e conidios tipicos de Penicillium sp. (b), Aspergillus
sp. (c) e Rhizopus sp (d). A barra de escala representa 1 um

Fonte: SOLE; CALVO; JOSE (2019),

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento da MEV, em técni-
cas e resolugoes de até menos de 1 nm, permitiu o estabelecimento
de novas e eficazes aplicagdes para obter informagdes valiosas em
nanoescala. Diferentes configuragdes e modos de uso da MEV per-
mitem a obtengéo de imagens de superficies até o estado nativo e o
estudo da composigao e distribuicdo de elementos. Amostras secas
podem ser observadas em alto vacuo convencional apds o protocolo
convencional de preparacao, obtendo imagens 3D tipicas de MEV.
Em contraste, amostras hidratadas a temperatura ambiente (amos-
tras Umidas) podem ser observadas em estado quase nativo ou
nativo usando baixo vacuo de pressao varidvel ou ambiente (ESEM)
(SOLE; CALVO; JOSE, 2019).
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A MEV é uma técnica que utiliza um feixe de elétrons para
fornecer imagens de alta resolugéo da superficie de uma amostra. Na
biorremediagdo enzimatica, a MEV pode ser aplicada a) na andlise da
morfologia de superficies contaminadas antes e apds a biotransfor-
magao; b) na avaliagdo de alteragbes morfoldgicas e estruturais nos
fungos como consequéncia da interagcdo com poluentes; c) na carac-
terizagdo de biofilmes formados por microrganismos produtores de
enzimas biorremediadoras; d) na avaliagdo da interagdo entre enzimas
e poluentes adsorvidos; e, e) na determinagao da remogao de metais
pesados e outras substancias nocivas em superficies tratadas.

A MEV também permite avaliar a eficdcia do pré-trata-
mento de residuos lignoceluldsicos por fungos da podridao branca.
CASTOLDI et al. (2014), utilizou a MEV para verificar as mudangas
estruturais causadas pelos pré-tratamentos bioldgicos da serragem
de Eucalyptus grandis (Figura 6). As amostras nao tratadas exibiram
fibrilas rigidas e altamente ordenadas (Figura 6A). Apds o pré-tra-
tamento bioldgico, as estruturas foram fortemente modificadas
para menos ordenadas com o desprendimento das fibras, colapso
da parede celular e, em varios casos, com a formagao de poros nas
superficies da parede celular variando de 1,5 a 10 um (Figura 6 B-F).

Figura 6. Microscopia eletrdnica de varredura da serragem de eucalipto (E. grandis).
Controle (A); apds pré-tratamento bioldgico com G. lucidum (B); P. chrysosporium
(C); P, ostreatus (D); P pulmonarius (E) Trametes sp (F). Nas imagens, barras =10 um
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A AFM é uma técnica baseada na interagdo entre uma ponta
nanomeétrica e a superficie da amostra, permitindo a obtencédo de
imagens tridimensionais em escala atdbmica (Figura 7). A AFM é a
melhor ferramenta para caracterizar e visualizar o processo de degra-
dacdo em detalhes. Ela tem sido aplicada a diversas investigagdes de
processos de biorremediacao (YAMINSKY; AKHMETOVA, 2020). No
contexto da biorremediacédo enzimatica, a AFM € utilizada: a) para o
estudo da topografia e da rugosidade das superficies antes e apds
o tratamento enzimatico; b) na andlise das forgas intermoleculares
entre enzimas e substratos poluentes; ¢) na detecgéo de alteragdes
estruturais e quimicas das superficies tratadas; d) para a observagao
direta das interagdes biolégicas no processo de remediagao.

Figura 7 - Imagem de microscopia de forca atdmica do esporo de
Brevibacillus laterosporus Lat. 006: (esquerda) topografia, (direita) vista
tridimensional (microscdpio de sonda de varredura FemtoScan)

Fonte: YAMINSKY: AKHMETOVA (2020).

Bell et al. (2005), usaram a AFM para compreender o
mecanismo de interagao entre polimeros de superficie da bactéria
Pseudomonas putida KT2442, que é uma bactéria capaz de degradar
hidrocarbonetos clorados em solos, e acredita-se que seu compor-
tamento em subsuperficies seja controlado por polimeros de super-
ficie. A analise de forca foi realizada por meio da AFM.

Li et al. (2008), usaram a AFM para avaliar as alteragdes na
superficie bacteriana de Ochrobactrum anthropi durante a biossorgao
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de cromo. A anélise morfolégica da AFM, combinada com a anélise
da rugosidade da superficie, indicou que as superficies bacterianas
se tornaram mais rugosas durante o processo de absor¢do de Cr(VI).

AFM foi também usada para determinar a modificagdo mor-
folégica da biomassa durante o processo de degradacado do antra-
ceno (DAS et al, 2017). Qu et al. (2018), comprovou a degradagao
bacteriana do 6xido de grafite por meio de AFM e outros métodos
microscépicos, ajudando a revelar o mecanismo de degradagdo. Nag
et al. (2018) usaram a AFM para caracterizar nanoparticulas de ouro
produzidas pela cepa bacteriana Staphylococcus warneri, para ava-
liacdo de poluentes nitroaromaticos téxicos.

Xiaohong et al. (2011), investigaram o mecanismo de biossor-
cao de Ni(ll) por B. cereus. A anélise de AFM mostrou que a rugosi-
dade da superficie bacteriana aumentou de 79 + 0,5 nm para 12,6 £
1,6 nm durante esse processo. A rugosidade da superficie da parede
celular bacteriana é um pardmetro muito importante na pesquisa de
biodegradacédo. A rugosidade da superficie afeta o transporte bacte-
riano de substancias. Gola et al. (2018), usaram a AFM para observar
o crescimento de Beauveria bassiana na auséncia e na presenca de
Pb(Il). AFM foi realizada para determinar as alteragdes morfoldgicas
influenciadas pela toxicidade do Pb(ll). Os resultados obtidos mos-
traram um aumento na rugosidade da superficie em comparagao
com a célula controle. Alguns exemplos de uso dessas técnicas na
biorremediagao enzimatica incluem:

REMOGAO DE METAIS PESADOS DE SUPERFICIES CONTAMINADAS - A MEV
permite visualizar a deposi¢ao e remocgdo de particulas contami-
nantes, enquanto a AFM fornece informagdes sobre as interagdes
fisico-quimicas envolvidas no processo.

DEGRADAGAO DE COMPOSTOS ORGANICOS - A AFM é empregada
para avaliar a alteragéo na rugosidade das superficies de substratos
tratados, enquanto a MEV confirma a presenca de biofilmes e estru-
turas enzimaticas ativas.
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MONITORAMENTO DE BIOFILMES MICROBIANOS - A MEV permite caracte-
rizar a formacéo e estrutura de biofilmes produzidos por microrganismos
que expressam enzimas biorremediadoras, enquanto a AFM possibilita
medir as forgas de adeséo entre células e superficies contaminadas.

USO E IMPORTANCIA DE METODOS DE
AVALIACAO DA TOXICIDADE (BIOENSAIOS)
UTILIZANDO ORGANISMOS-TESTE

NA VERIFICACAO DA EFICIENCIA DA
BIORREMEDIACAO ENZIMATICA

Ficou claro ao longo deste capitulo que muitas varidveis estdo
envolvidas na biorremediagéao, como a biodegradabilidade intrinseca
de cada contaminante (por exemplo, recalcitrdncia), o substrato de
crescimento apropriado para cada classe de organismos degradantes,
a presenca de microrganismos com atividade enzimética suficiente
para degradar a molécula-alvo e a temperatura correta para ativar
e manter a degradacéo. Portanto, toda a biodegradagéao precisa ser
rastreada em todas as etapas, para certificar sua eficacia e garantir a
auséncia de produtos intermedidrios que possam ser mais téxicos do
gue o poluente original (DABROWSKA et al, 2004; MAZZEQ et al, 2018).

A avaliagdo da eficacia da biorremediagdo de amostras
ambientais pode ser realizada por meio de analises quimicas con-
vencionais. No entanto, essas andlises fornecem apenas uma
estimativa da concentragdo de elementos ou substancias tdxicas
presentes, sem refletir necessariamente sua biodisponibilidade real.
Por essa razdo, tem-se sugerido, nos Ultimos anos, a associagdo
entre métodos quimicos e bioensaios que avaliem diretamente a
atividade bioldgica nos sistemas em tratamento. Os bioensaios sao
especialmente recomendados para monitorar alteragdes na toxici-
dade durante o processo de biorremediagéo, sobretudo quando os
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contaminantes estdo presentes sob a forma de misturas quimicas
complexas, sendo projetados para avaliar a eficacia e estabilidade
da biorremediagédo em termos de toxicidade residual (MAZZEOQ et al,,
2018). Para isso, bioensaios utilizando organismos-teste, como bac-
térias, algas, peixes e sementes, sdo ferramentas Uteis na verificagdo
da eficiéncia do processo. Este tépico discute a relevancia dos bio-
ensaios na avaliagdo da toxicidade antes e apds a biorremediagao
enzimatica, destacando seus principais métodos e aplicacoes.

Bioensaios sdo testes bioldgicos que utilizam organismos-
-teste para medir os efeitos tdxicos de substancias ou misturas
quimicas. Esses ensaios permitem verificar se a biorremediagao
enzimatica foi eficaz na degradacdo de compostos perigosos e se
os metabdlitos formados ainda apresentam toxicidade. Os princi-
pais métodos incluem:

BIOENSAIO COM BACTERIAS (TESTE DE INIBIGAO DE CRESCIMENTO) - Entre
0s ensaios baseados em procariontes, bactérias como Escherichia
coli, Salmonella typhimurium e Vibrio fischeri sdo as espécies mais
empregadas para testar a eficacia da biorremediagao. Esses organis-
mos-teste merecem destaque principalmente pela sua facilidade de
cultivo em laboratdrio, rapidez e eficacia na deteccdo de atividades
biolégicas de metabdlitos tdxicos gerados durante o processo de
biotransformacdo (MAZZEO et al, 2018).

O Teste de Ames (Salmonella/microsome, S. typhimurium) é
considerado uma ferramenta classica para avaliar a mutagenicidade
de diversos agentes quimicos. Este teste é caracterizado por ser
simples, rédpido e com altos indices de sensibilidade e reprodutibi-
lidade (FERRAZ et al,, 2011; MAZZEOQ et al, 2018). O teste permite a
detecgdo de compostos perigosos em amostras ambientais, como
aqueles presentes na dgua, no ar, no solo, em sedimentos e efluentes
de diversas origens.

Testes como Mutatox” e Microtox” (Vibrio fischeri) baseiam-se
na diminuicdo da bioluminescéncia que ocorre em bactérias expos-
tas a uma determinada atividade bioldgica téxica. A luminescéncia é
produzida como resultado de uma reagdo quimica que ocorre entre
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as enzimas luciferase, naturalmente presentes nessas bactérias, o
aldeido de flavina reduzido e o oxigénio (SAGE, 2015). O ensaio usa
a luminescéncia marina para detectar a toxicidade de substancias
puras, organicas e inorganicas, e misturas incluidas em diferentes
matrizes ambientais, como agua, efluentes, sedimentos, solo, lodo de
esgoto, pesticidas, incluindo amostras sélidas (MAZZEO et al,, 2018).

BIOENSAIO COM PLANTAS SUPERIORES (TESTE DE AVALIAGAO GENE-
TicA) - Bioensaios baseados em plantas superiores j& se consolida-
ram como modelos genéticos para avaliar os efeitos de poluentes,
sendo amplamente aplicados na avaliagao da qualidade ambiental
e no monitoramento ambiental (STANTON; KRUSZEWSKI, 2016;
MAZZEO et al, 2018). Entre as espécies vegetais, as mais utiliza-
das para avaliar contaminantes ambientais sdo Allium cepa (cebola),
Arabidopsis thaliana, Capillaris crepis (barba-de-falcao), Glycine max
(soja), Hordeum vulgare (cevada), Lactuca sativa (alface), Nicotiana
tabacum (tabaco), Tradescantia sp. Vicia faba (fava) e Zea mays
(milho). O teste de Allium cepa é um dos mais utilizados na avaliagao
ambiental, pois permite a avaliagdo de diferentes mecanismos gené-
ticos (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

BIOENSAIO COM SEMENTES (TESTE DE GERMINAGAO E DESENVOLVI-
MENTO DE PLANTULAS) - Além da avaliagcdo da toxicidade genética,
0s bioensaios em plantas podem envolver testes de germinacéo e
crescimento. Os ensaios que utilizam a velocidade de germinagao
de sementes identificam a fitotoxicidade de substancias puras ou
misturas complexas, enquanto aqueles que utilizam a medi¢éo do
crescimento avaliam alteragbes na estabilidade e/ou maturidade
dos organismos em decorréncia da exposicdo a uma substancia
téxica (MAZZEO et al,, 2018). O crescimento de sementes de Lactuca
sativa (alface) e Brassica napus (canola) é utilizado para avaliar a
toxicidade do solo e da dgua tratada. A inibigdo da germinagdo e a
reducdo do crescimento radicular indicam presenca de substancias
téxicas remanescentes.

BIOENSAIO COM ALGAS (TESTE DE CRESCIMENTO E FOTOSSINTESE) -
Espécies como Raphidocelis subcapitata e Chlorella vulgaris sdo
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empregadas para avaliar a toxicidade de efluentes tratados. A inibi-
¢ao do crescimento e redugao na atividade fotossintética sao indica-
dores de toxicidade residual.

BIOENSAIO CcOM PEIXES (TESTE DE TOXICIDADE AGUDA E SUBCRONICA) -
Peixes como Danio rerio (zebrafish) e Oreochromis niloticus (tildpia)
sdo usados para avaliar toxicidade letal e subletal. A presenca de
alteragdes comportamentais, histopatolégicas e bioguimicas indica
exposi¢do a substancias téxicas apds a biorremediagao.

Os bioensaios descritos acima e outros a serem eventual-
mente desenvolvidos, sdo fundamentais para complementar ana-
lises quimicas e espectroscépicas na verificagdo da eficiéncia da
biorremediagado enzimatica. Algumas de suas principais vantagens
incluem: a) avaliagcdo ecotoxicoldgica integrada, fornecendo dados
biolégicos relevantes sobre a qualidade ambiental; b) deteccdo de
efeitos cumulativos e sinérgicos, permitindo identificar a toxicidade
de misturas complexas de poluentes e seus metabdlitos; c) facilidade
de aplicagdo e baixo custo, tornando-os acessiveis para diferentes
tipos de amostras ambientais.

A aplicacdo de bioensaios na avaliagdo da biorremediacdo
enzimética é essencial para determinar a efetividade do tratamento
e garantir que os compostos degradados ndo gerem subprodutos
téxicos. O uso de organismos-teste como bactérias, algas, peixes e
sementes fornece uma visdo abrangente dos impactos ambientais
residuais, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais
seguras e sustentdveis para a remediagao de areas contaminadas.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A biorremediacéo enzimatica constitui uma abordagem pro-
missora e ambientalmente sustentdvel para a degradacéo de poluen-
tes organicos e inorganicos em ambientes contaminados. No entanto,
a eficacia e a seguranga desse processo dependem diretamente da
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aplicagao de métodos analiticos adequados que permitam avaliar,
de forma integrada, a transformagéo quimica dos contaminantes, a
geracédo de subprodutos e os impactos ecotoxicoldgicos associa-
dos. A integracdo das diversas ferramentas analiticas aplicaveis ao
monitoramento da biorremediacdo enzimatica, incluindo técnicas
espectroscoépicas (UV-Vis, FTIR), cromatogréficas (GC-MS, HPLC),
andlise de carbono orgéanico total (TOC), métodos de microscopia
(MEV, AFM) e bioensaios com organismos-teste, permitem uma
avaliagdo abrangente dos processos de degradagédo e uma melhor
compreensao das vias metabdlicas envolvidas, além de garantir que
os produtos formados sejam menos téxicos ou inofensivos.

A aplicagdo combinada dessas metodologias fortalece a
confiabilidade dos dados gerados, contribuindo para o desenvol-
vimento e a validagao de sistemas de remediagdo mais eficazes e
seguros. Assim, o monitoramento sistematico da biorremediagao
enzimatica ndo apenas assegura sua eficiéncia técnico-ambiental,
como também promove sua consolidagdo como uma ferramenta
estratégica no enfrentamento da poluigcdo ambiental e na promogao
de tecnologias limpas.
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RESUMO GRAFICO

RESUMO:

A biorremediagdo aproveita o potencial catalitico de enzimas para
transformar poluentes ambientais em produtos que ndo agridem o
meio ambiente. Paralelamente aos avancos experimentais, simulacdes
computacionais baseadas na metodologia de docking molecular tém
contribuido para prever os mecanismos de interagdo entre enzimas e
esses substratos. As analises auxiliam na identificagdo de compostos com
maior afinidade nas reagdes, bem como residuos-chave que podem ser
modificados para aumentar a interagdo e, consequentemente, a eficiéncia
catalitica. Neste capitulo, sdo apresentados os fundamentos do docking
molecular e exemplos de sua aplicacdo com enzimas oxidorredutases
na biorremediacdo de corantes téxteis, antibidticos, pesticidas,
hidrocarbonetos aromaticos e derivados de plasticos. Na parte final,
inclui-se um tutorial pratico, voltado para iniciantes no uso da ferramenta.

Palavras-chave: biodegradacdo, enzimas, mecanismo de interacao,
poluentes.
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INTRODUCAQ

A biorremediagdo enzimatica representa uma estratégia sus-
tentavel e promissora para o tratamento de contaminantes ambien-
tais. As pesquisas revelam diferentes enzimas com capacidade de
utilizar os poluentes como substrato e gerar produtos menos téxicos
ou inertes. Com o avango das ferramentas de biotecnologia, cresce o
interesse em compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos
na interagao entre eles. Nesse contexto, simulagdes de docking mole-
cular emergem como uma ferramenta promissora (LIU et al,, 2018).

O docking molecular € uma técnica computacional (ou in
silico) utilizada para investigar interagdes entre moléculas, especial-
mente ligantes pequenos e macromoléculas biolégicas, como as
enzimas. Seu principal objetivo é prever, de forma tedrica, como elas
se encaixam umas nas outras, simulando o processo de ligagédo e
estimando a afinidade (PAGGI; PANDIT; DROR, 2024). Sdo diversas
as areas de aplicagdo, como no desenvolvimento de farmacos, enge-
nharia de enzimas e, mais recentemente, na biorremediagéo.

Diferentes enzimas tém se destacado pela capacidade de
atuar sobre uma ampla variedade de poluentes, incluindo corantes
industriais, antibidticos, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos e
derivados de plasticos. O estudo de como elas interagem com os
contaminantes tem sido conduzido frequentemente com o auxilio de
simulagdes de docking, permitindo analisar detalhadamente essas
interagdes, auxiliar na selecdo de variantes enziméaticas com maior
afinidade por substratos de interesse e orientar modificagdes pon-
tuais que aprimorem sua eficiéncia e seletividade (LIU et al., 2018).

Neste capitulo, sdo inicialmente apresentados os fundamen-
tos do docking molecular. Em seguida, discutimos estudos de casos
envolvendo diferentes classes de poluentes e enzimas oxidorredu-
tases aplicadas a biorremediagao utilizando esse tipo de simulagéo.
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Por fim, é proposto um tutorial pratico voltado a iniciantes, com o
objetivo de facilitar o seu uso.

FUNDAMENTOS DE DOCKING
MOLECULAR - PRINCIPIQS,
ALGORITMOS E PROGRAMAS

O docking molecular ou ancoragem molecular (do inglés
molecular docking) € um método computacional utilizado para pre-
ver o modo de interacé@o entre receptores e ligantes. Os programas
que realizam esse tipo de simulagdo tém a capacidade de explorar
multiplas conformagdes moleculares do ligante em complexo com
o receptor alvo, permitindo identificar provaveis poses assumidas
experimentalmente e fornecer pardmetros energéticos relacionados
a afinidade de ligagao (PAGGI; PANDIT; DROR, 2024).

Os receptores e ligantes mais utilizados sao, respectivamente,
proteinas (como as enzimas) e moléculas de baixa massa molecular
(em geral com menos de 100 &tomos). Nesse caso, geralmente ha
mais informagdes estruturais disponiveis, além de um menor grau de
liberdade, o que gera um ndmero pequeno de conformacdes possi-
veis assumidas pelos ligantes, facilitando o processo de busca com-
putacional por interagdes estaveis (PAGGI; PANDIT; DROR, 2024).
Aqui, "conformacdes” referem-se as diferentes disposi¢des espaciais
que uma mesma molécula pode assumir devido a rotagdo em torno
de suas ligagdes simples (Figura 1). Em menor escala, também sao
utilizadas abordagens voltadas a compreensdo da interagdo entre
macromoléculas, como proteina-proteina (SUNNY; JAYARAJ, 2022)
e proteina-acidos nucleicos (DNA e RNA) (FENG et al, 2022). No
entanto, devido ao grande nimero de dtomos envolvidos, o espago
conformacional aumenta drasticamente, o que muitas vezes impede
a obtencgao de boas previsdes.
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Figura 1- Graus de liberdade conformacional do corante
preto de remazol B, representados por setas

Existem basicamente trés variagdes dos métodos, que se
diferenciam pela liberdade conformacional considerada durante a
simulacdo. Sdo eles: os métodos rigido, semiflexivel e flexivel. No
docking rigido, as ligagdes covalentes do ligante e do receptor sao
consideradas inflexiveis, havendo apenas a possibilidade de intera-
cao das estruturas nas conformacdes iniciais introduzidas. Essa préa-
tica reduz significativamente o custo computacional, mas também
diminui a acuréacia, especialmente quando alteragcdes conformacio-
nais sdo importantes para a interagdo. No semiflexivel, o método mais
utilizado, a proteina € mantida rigida enquanto o ligante é tratado
como flexivel, permitindo sua adaptagédo ao sitio de ligagdo. J& no
flexivel, tanto o receptor proteico quanto o ligante possuem liberdade
conformacional, o que possibilita a modelagem de fendmenos como
o encaixe induzido (induced fit), tornando as simulagdes mais realis-
tas, porém com maior custo computacional (VERLI, 2014).

Os programas utilizados nas simulagdes, de forma geral,
seguem duas etapas principais: amostragem de poses e avaliagdo
de afinidade (Figura 2). Na primeira, o algoritmo explora diferentes

n



orientagdes, posicdes e conformacdes do ligante no receptor. Em
seguida, para cada pose no sitio de ligagcdo ou complexo receptor-
-ligante gerado, uma fungéo de pontuagdo estima o quéo favoravel
sdo as interagdes, com base em critérios energéticos associados as
forcas envolvidas (AGU et al,, 2023).

Figura 2 - Etapas do processo de docking molecular, através do programa
Autodock Vina. Valores mais negativos, indicam maior afinidade.

A pontuagao nado é um valor real da variacdo de energia livre
(AG), mas um parametro que classifica diferentes poses do ligante
no sitio de ligagdo que incluem termos de interacédo eletrostatica,
hidrofébica, ligagdes de hidrogénio, entre outros, mas geralmente
nao consideram de forma completa todos os efeitos termodindmicos
envolvidos na formagao do complexo, como solvatacéo e reorgani-
zacao conformacional (AGU et al, 2023). Vale ressaltar ainda que,
embora a maioria dos programas utilizem valores de pontuagdes
negativos e unidades de medida em kcal/mol para indicar uma boa
interacdo, outros adotam escalas diferentes, como unidades arbi-
trérias de energia, o que pode dificultar comparacdes diretas entre
diferentes ferramentas. Por isso, é fundamental compreender a base
metodoldgica de cada programa para interpretar corretamente os
resultados e evitar conclusdes equivocadas.

Diferentes algoritmos podem ser utilizados para essas etapas,
dependendo do programa, e € comum empregar mais de uma ferra-
menta para comparar os resultados. Quando diferentes programas,
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com algoritmos distintos de amostragem e pontuagdo, convergem
para a mesma pose como sendo a mais provavel, aumenta-se a con-
fiangca de que aquele complexo gerado representa, de fato, a forma
assumida experimentalmente (PHILIPPSEN; SEIXAS, 2025).

Existem diversos programas disponibilizados para uso comer-
cial e académico e desenvolvidos para distintos sistemas operacionais
como Linux e Windows. Cada um deles incorpora algoritmos de amos-
tragem e pontuacao, que visam o aumento da eficiéncia preditiva, custo
computacional e aflexibilidade entre receptor e ligante. Alguns dos pro-
gramas sao Autodock (MORRIS et al, 2009), Autodock Vina (TROTT;
OLSON, 2010), GOLD (VERDONK et al, 2003), DockThor (GUEDES
et al, 2024), Molegro Virtual Docker (BITENCOURT-FERREIRA; DE
AZEVEDO, 2019) e Glide (FRIESNER et al, 2004). Muitos possuem
interfaces gréficas préprias que facilitam a realizagdo das anlises.
Outros, por serem baseados em linha de comando, dependem de
interfaces auxiliares. E o caso do AutoDock e do AutoDock Vina,
gue podem ser executados por meio de plataformas como o PyRx
(DALLAKYAN; OLSON, 2015) ou integrados a softwares de visualiza-
¢ao molecular, como o UCSF Chimera (PETTERSEN et al,, 2021).

OBTENCAO E PREPARO DAS
ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS
= PROTEINAS E LIGANTES

Os arquivos iniciais necessarios para simulagdes de docking
molecular sdo as estruturas tridimensionais do receptor proteico e do
ligante. A qualidade estrutural e o preparo adequado do sistema a ser
estudado séo cruciais, pois impactam diretamente na predicdo das
interagdes moleculares. Atualmente, ha diversos bancos de dados
disponiveis para a obtencdo dessas estruturas, bem como progra-
mas dedicados a sua preparagdo adequada.
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Os receptores proteicos alvos sdo geralmente obtidos no
Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al, 2000), um banco de dados
que armazena estruturas determinadas experimentalmente, obtidas
principalmente por cristalografia de raios X, ressonancia magnética
nuclear (RMN) ou criomicroscopia eletronica. Outras fontes sdo pro-
gramas que geram modelos tridimensionais utilizando inteligéncia
artificial como o AlphaFold (JUMPER et al, 2021) e o Modeller que
aplica fundamentos de homologia estrutural (WEBB; SALI, 2016).

Durante a escolha da estrutura proteica deve-se levar em
conta a melhor resolucdo disponivel, conformagao biologicamente
ativa e a presenca de ligantes cocristalizados que auxiliam na identi-
ficacdo de sitios de ligacédo. De posse da estrutura, a retirada de ions
e solventes pode ser realizada. Além disso, é necessario a adi¢éo de
hidrogénios e ajustes do estado de protonagao, e em muitos casos, o
ajuste da geometria estrutural é realizado por simula¢des de minimi-
zacao de energia (PHILIPPSEN; SEIXAS, 2025).

J& os ligantes utilizados, podem ser obtidos a partir de bases
de dados quimicas, como ZINC (IRWIN et al,, 2020) e PubChem
(KIM et al.,, 2016). Eles sdo geralmente disponibilizados em formatos
como sdf e mol2 ou convertidos para os formatos exigidos pelos
programas de docking. Antes da simulacdo, quando necessario, o
preparo dos ligantes envolve o ajuste do estado de protonagéo e
minimizagdo de energia da estrutura. Para isso, sdo comumente
empregadas ferramentas gratuitas como Open Babel (O'BOYLE
et al, 2011) ou através da prdpria interface gréfica dos programas
de docking molecular.
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APLICACOES DO DOCKING )
MOLECULAR EM BIORREMEDIAGCAQ
- ASPECTOS GERAIS

Uma diversidade de enzimas demonstra potencial na degra-
dacdo de poluentes ambientais. Dentre elas, destacam-se diferentes
oxidorredutases (DONG et al,, 2023), que atuam na transformacao de
corantes téxteis, antibidticos, derivados de petréleo, pesticidas, entre
outros compostos. Apesar do grande volume de resultados, poucos
estudos elucidam, tal como ocorrem em nivel molecular, as intera-
¢Oes entre essas enzimas e os poluentes. Nesse contexto, o0 método
de docking molecular tem sido aplicado constantemente.

O docking molecular pode ser aplicado antes e/ou depois
de ensaios laboratoriais de biorremediagao. No primeiro caso, geral-
mente o objetivo é selecionar substratos para uma enzima-alvo, por
meio do screening de bibliotecas virtuais geradas contendo varios
poluentes. Ao analisar a pontuagdo obtida para cada complexo enzi-
ma-poluente formado na simulacdo, é possivel optar por aqueles
com maior afinidade (PANT et al,, 2025). Essa estratégia é utilizada
recorrentemente na descoberta de novos farmacos, onde milhares
de moléculas sdo ancoradas em um receptor proteico de interesse
para a selecdo dos melhores candidatos a serem testados experi-
mentalmente (PHILIPPSEN; SEIXAS, 2025), diminuindo custos com
reagentes e tempo com testes. Por outro lado, se os ensaios labo-
ratoriais ja foram realizados, com resultados positivos envolvendo a
enzima de interesse, o docking pode evidenciar os principais resi-
duos de aminodcidos envolvidos na interagao. Essa andlise permite
que o pesquisador proponha mutagdes pontuais primeiramente
in silico para melhorar ainda mais a afinidade de ligagdo, e com o
melhor modelo enzimatico proposto, produzir essa proteina por meio
de métodos de biologia molecular (MA et al., 2020).
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Nas se¢Oes seguintes, sdo apresentados casos (Tabela 1) em
gue o docking molecular foi aplicado nos estudos. Dada a ampla
utilizagcdo de oxidorredutases, essa segao foca nos casos em que
elas foram empregadas. A ideia na apresentagao das informagdes é
informar sobre os aspectos relacionados a interacdo entre poluentes
e enzimas, bem como discutir estratégias adotadas nas simulagoes.

Tabela 1- Classes de poluentes e respectivas enzimas
estudadas por docking molecular

Classe de poluente Enzimas Referéncias
Corantes téxteis Lacase (1A et al, 2022), (COELHO et af, 2024), (MA et al, 2020).
Peroxidase (DUAN; PI; TANG, 2024)
Azoredutases (DEHGHANIAN; KAY; KAHRIZI, 2015)
Antibidticos Lacase (BUZZ0 et al, 2023), (HAN et al, 2023), (NAWAZ et al, 2024).
Platicose Lacase (DU et af, 2024)
microplsticos Lignina peroxidase (HOANG gtal, 2024), (SANTACRUZUAREZ et al, 2021)
Hidrocarbonetos Monoxigenase do (SURESHKUMAR; THOMAS; POORNIMA, 2018)
aromaticos citocromo P450
Dioxigenase (AJAO et al, 2012)
Naftaleno https://doiioxigenase (Ll etal,2019)
Pesticidas Lacase (VIEIRA et af, 2015), (PANT et al, 2025), (BHATT et al, 2023).

OXIRREDUTASES E BIORREMEDIAGAO
DE CORANTES TEXTEIS

As oxirredutases (E.C.: 1) constituem uma classe de enzimas
responsaveis por catalisar reagdes de transferéncia de elétrons entre
um doador (agente redutor) e um aceptor (agente oxidante). A maio-
ria delas possuem coenzimas como NAD*, NADP* e FAD, ou ainda
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cofatores metalicos, para auxiliar nas reagoes de oxidagdo (EKEOMA
et al, 2023). Na biorremediagdo destacam-se diferentes lacases,
peroxidases e oxigenases que demonstram a capacidade de agir con-
tra poluentes que incluem corantes téxteis, antibidticos, pesticidas,
hidrocarbonetos arométicos e derivados de plasticos entre outros.
Através de ensaios e simulagdes de docking molecular, os modos de
interacd@o entre essas enzimas com os poluentes tém sido previstos,
como discutido com maiores detalhes na sequéncia a seguir.

A enzima lacase proveniente do fungo Trametes hirsuta MX2,
demonstrou potencial de descoloragédo de quatro corantes: azul bri-
Ihante de remazol R (RBBR), vermelho acido 1 (ART1), violeta cristal
(CV) e o vermelho neutro (NR), com taxas de remocgéo de 92,57%,
15,3%, 14,2% e 12,3%, respectivamente. Utilizando uma enzima
homdloga de Trametes versicolor (PDB: 1GYC), foi inferida a intera-
¢ao dos corantes com o sitio ativo, através do programa Autodock.
As pontuacgdes obtidas foram de —6,8 kcal/mol, —6,4 kcal/mol, —6,5
kcal/mol e =51 kcal/mol para o RBBR, AR1, CV e NR, respectiva-
mente. Verificou-se que o RBBR interage por ligagdes de hidrogénio
principalmente com os residuos de aminodcidos Asn208, GIn237,
Asn264, Gly392 e Ala393 (JIA et al, 2022). No mesmo sentido, o ver-
melho congo (CR) foi avaliado como possivel substrato da lacase de
Lentinus sp (PDB: 3X1B) com o servidor PatchDock (https://bioin-
fo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/). A enzima foi utilizada na forma dimé-
rica e andlises por possiveis sitios de ligagdo indicaram que as duas
subunidades sdo envolvidas na interacdo, mantendo o corante em
uma posigao favordvel para sofrer a catélise (COELHO et al,, 2024).

Outro exemplo relevante envolveu a lacase de Bacillus
pumilus (PDB: 1GSK) na degradagéo do corante preto reativo 5 (RB5).
Neste estudo, tanto a forma selvagem quanto variantes mutantes
foram analisadas. As formas mutantes T415D/Q442A e T418K/
Q442A apresentaram taxas de descoloracdo de 43,94% e 52,64%,
respectivamente, sendo 3,7 e 4,43 vezes superiores as da forma sel-
vagem. Conforme os resultados obtidos nas simulagdes através do
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programa Autodock, o corante RB5 estabeleceu interagdes por liga-
¢Oes de hidrogénio com diversos residuos de aminodcidos, incluindo
Lys373, Asp390, Thr418 e His497. Além disso, na enzima mutante
T415D/Q442A observou-se que o grupo carboxila da cadeia lateral
de Asp415 participa de uma ligagédo de hidrogénio adicional com o
grupo amina presente em RB5, o que pode justificar a melhora na
degradagéao (MA et al, 2020).

Estudos com outras enzimas oxidativas revelaram seu poten-
cial para a biorremediacéo. Uma peroxidase de Rhodococcus jostii
(RhDyPB) foi analisada quanto a sua capacidade de degradar quatro
corantes: azul reativo 19, eosina Y, indigo carmim e verde malaquita
(DUAN; PI; TANG, 2024). A identificagao do sitio catalitico baseou-
-se na comparagao com enzimas homdlogas, destacando o residuo
Tyr257 como chave para a atividade. Os corantes apresentaram afi-
nidades entre -5,8 e -6,2 kcal/mol, e os resultados experimentais de
descoloracdo seguiram a mesma ordem, com destaque para o verde
malaquita, que obteve mais de 90% de remogao em pH 6,0. Andlises
por espectrometria de massas permitiu propor um mecanismo de
degradagdo, enquanto ensaios com células inteiras expressando
RhDyPB confirmaram a atividade enzimética.

Além disso, uma nova azorredutase de Bacillus sp. foi avaliada
em estudos in silico contra quatro corantes azo: vermelho de metila
(MR), laranja | (Ql), laranja Il (Oll), laranja G (OG) e vermelho acido 88
(AR) (DEHGHANIAN; KAY; KAHRIZI, 2015). Para os estudos foram
geradas computacionalmente combinagdes de mutagdes no sitio de
ligagdo da enzima (PDB: 3W79) que é formado por um homodimero
(cadeias A e B), para melhorar a interacdo com os corantes. Nas
simulagdes com o AutoDock, verificou que a combinagao das muta-
¢coes WB0(B)F, A119(B)I, A121(B)I e P132(B)F aumentou a afinidade de
ligagdo com os quatro corantes em comparagdo com a do tipo selva-
gem. A insercéo desses residuos na estrutura gerou um bolsdo mais
hidrofébico, acomodando melhor os corantes. No entanto, ensaios
experimentais ndo foram realizados para validar os resultados.
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O corante verde malaquita foi avaliado também com uma
enzima artificial baseada em mioglobina com atividade de oxirre-
dugao. Foi demonstrado que duas mutagoes (F43H/H64A) podem
favorecer a aplicagédo da enzima na degradacgao do corante, com efi-
ciéncia de 13 a 18 vezes maior que a peroxidase e a lacase. Os resul-
tados de docking através do programa Autodock indicaram pontua-
¢ao de —5,35 kcal/mol. O corante se acomoda entre duas hélices da
proteina, préximo ao grupo heme. Interagdes hidrofébicas ocorrem
com residuos Phe138, 1le75 e Leu89, além de uma possivel ligagao
de hidrogénio com o grupo carbonila da Pro88, contribuindo para a
estabilidade do complexo. Esses dados sugerem que o corante pode
se ligar de forma favordvel a proteina, favorecendo sua oxidagéo
(XIANG et al,, 2021).

OXIRREDUTASES
E BIORREMEDIACAQ
DE ANTIBIOTICOS

A lacase da bactéria Chitinophaga sp. CB10 (Lac_CB10) foi
modelada para ser investigada quanto a sua interagao, através do
programa Autodock Vina, com os antibidticos sulfisoxazol, tetraci-
clina e trimetoprima (BUZZO et al,, 2023). Durante as simulagdes foi
realizado o que é chamado de docking cego, no qual toda a proteina
€ incluida na simulagéo, possibilitando identificar regiées com maior
afinidade, e ndo forgando a interagdo em apenas um local pré-de-
terminado. Os resultados apontaram que todos os antibidticos pos-
suem afinidade com a enzima. Além disso, a tetraciclina demons-
trou pontuagdo superior ao ligante de referéncia ABTS (-8,0 kcal/
mol e -6,9 kcal/mol, respectivamente), interagindo por interagdes
hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio. Esses dados sdo apoiados
por experimentos in vitro, onde 40 U/mL da lacase imobilizada do
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fungo Cerrena unicolor removeu 100 mg/mL de tetraciclina em solu-
¢do a pH 6,0 e temperatura ambiente (YANG et al, 2017). Estudo
semelhante demonstrou a afinidade dos antibidticos tetraciclina,
doxiciclina (DC) e tigeciclina (TGC) para com a lacase de Bacillus
amyloliquefaciens LC02, com pontuacdes de —77, —7,8 e —8,2 kcal/
mol, respectivamente. Os residuos Thr262 e lle494 foram identifica-
dos como comuns nas interagdes com todos os ligantes por meio de
ligagbes de hidrogénio e forcas de van der Waals, respectivamente,
sendo esses resultados consistentes com os dados experimentais de
degradagéao (HAN et al,, 2023).

Além das lacases, a enzima catalase-peroxidase de Bacillus
ligniniphilus L1 foi avaliada quanto a sua capacidade de interagir com
18 antibidticos por meio do AutoDock (NAWAZ et al, 2024). Foram
adotados dois critérios para a selecdo dos melhores complexos:
afinidade de ligagdo inferior a -6,5 kcal/mol e valores de RMSD
(Root Mean Square Deviation) abaixo de 1,5 A, que indicariam inte-
ragoes energeticamente favordveis e modos de ligagao confidveis,
respectivamente. Quatro antibidticos atenderam a esses critérios:
vancomicina, linezolida, tobramicina e clindamicina, com pontua-
¢oes de -9,2, -7,9, -7.9 e -75 kcal/mol, e RMSDs de 0,437 114, 110 e
1,44 A, respectivamente. As interagdes envolvidas incluiram ligagdes
de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e idnicas. Com base nesses
resultados, a eficiéncia da catalase-peroxidase L1 na degradagdo
dos antibiéticos foi comparada a de uma peroxidase comercial. Os
ensaios demonstraram que a enzima de B. ligniniphilus apresen-
tou maior capacidade de degradacdo para vancomicina (5773%
vs. 50,80%), linezolida (46,12% vs. 46,31%), tobramicina (9,49% vs.
11,08%) e clindamicina (40,64% vs. 33,67%).



OXIRREDUTASES
E BIORREMEDIACAQ
DE PESTICIDAS

A estrutura da lacase-1 de Ceriporiopsis subvermispora foi
modelada para avaliar sua interagdo com o herbicida diuron (VIEIRA
et al, 2015). Ela foi obtida a partir de modelagem por homologia uti-
lizando como molde a lacase de Coriolopsis trogii (PDB: 2HRG), a
qual se encontra cocristalizada com o residuo industrial p-metilben-
zoato. O diuron apresenta uma certa similaridade com esse ligante
e, consequentemente, as simulagdes de docking foram realizadas no
mesmo sitio de ligagéo. Através do programa Autodock, verificou-se
gue ele possui afinidade com a enzima modelada (—3,46 kcal/mol) e
a pose assumida é comparavel a do ligante de referéncia p-metilben-
zoato, onde uma His457 desempenha um importante papel catalitico.

Em outra investigagao, a lacase de Halalkalibacterium halo-
durans foi utilizada para avaliar a interagdo com uma biblioteca de
121 agrotdxicos, incluindo herbicidas, fungicidas e raticidas (PANT
et al, 2025). A predigao do sitio de ligagao indicou o sitio com maior
volume para docking com Autodock Vina. Os compostos endosulfan
(inseticida) e clorofacinona (raticida) apresentaram maiores afinida-
des, com valores de -8]1 e -8,0 kcal/mol, respectivamente.

A lacase de Trametes versicolor também foi utilizada para
avaliar a degradagao do inseticida paration e herbicidas glifosato
e isoproturon (BHATT et al,, 2023). Os resultados indicaram maior
afinidade de ligagdo para paration e isoproturon em comparagao ao
glifosato, o que refletiu também as eficiéncias de degradagado obser-
vadas: 60,96%, 54,51% e 48,34%, respectivamente,
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OXIRREDUTASES E BIORREMEDIAGAO DE
HIDROCARBONETOS AROMATICOS (PAHS)

Um estudo utilizou a monoxigenase do citocromo P450
(CYP) das microalgas Haematococcus pluvialis, Parachlorella kess-
leri e Auxenochlorella protothecoides, para avaliar o encaixe com o
programa Glide de 38 hidrocarbonetos, agrupados de acordo com
0 nimero de anéis em suas estruturas (1, 2, 4 e 6). Os compostos
com apenas um anel foram os mais bem ranqueados, com destaque
especial a CYP de P, kessleri complexada com 4cido ciclohexano-
butirico que obteve a melhor pontuagéo, de -10,23 kcal/mol. Além
disso, os demais hidrocarbonetos apresentaram afinidades progres-
sivamente menores (entre -9,00 e -4,00 kcal/mol, aproximadamente)
com o aumento no ndmero de anéis na estrutura. A andlise dos com-
plexos revelou que os residuos Lys69, Trp96, GIn397, Arg398 e Phe87,
presentes nessa enzima, foram determinantes no ancoramento dos
ligantes, formando interagdes especificas como ligagdes de hidro-
génio, interagdes hidrofébicas e m-m. Tais residuos compdem o sitio
ativo da enzima e proporcionam uma cavidade favoravel a acomo-
dacdo de compostos aromaticos. Em especial, Arg398 mostrou-se
recorrente nas interagdes com diversos ligantes, contribuindo signi-
ficativamente para a estabilizagdo dos complexos. Essas interagdes
explicam a maior afinidade do CYP de P kessleri quando compa-
rado com as outras enzimas, cujos principais residuos de ancora-
mento foram Thr282, Ala337, Ser404, Lys407, Arg408 e Phe403,
associados a menores pontuacdes de docking (SURESHKUMAR,;
THOMAS; POORNIMA, 2018).

Outros estudos avaliaram o potencial biotecnoldgico
da enzima dioxigenase. Ajao et al. (2012) realizaram simulagdes
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pelo Autodock envolvendo a enzima catecol 2,3-dioxigenase de
Burkholderia cepacia. Essa enzima, que contém um atomo de ferro
em seu sitio ativo, demonstrou capacidade para degradar diversos
hidrocarbonetos aromaticos presentes no petréleo bruto. Os resulta-
dos revelaram que esses compostos interagem com residuos-chave
do sitio ativo, His150, Leu152, Trp198, His206, His220, His252, lle254,
Thr255, Tyr261, Glu271, Leu276 e Phe309, formando ligagbes de
hidrogénio e interacdes de Van der Waals, além de interagdes m-
com o residuo His252. Embora as estimativas de energias de ligagdo
variem de -20 a -4,63 kcal/mol, os autores sugerem que o posicio-
namento adequado dos ligantes no sitio catalitico, o contato préximo
com o dtomo de ferro (1,67 a 2,43 A, exceto para o pireno) sustentam
0 mecanismo proposto (AJAO et al,, 2012).

A enzima naftaleno dioxigenase (NDO), proveniente de
Pseudomonas sp. (PDB ID: 107G), destaca-se como um biocatalisa-
dor promissor na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos per-
sistentes. No estudo conduzido por Li et al. (2019), a NDO foi modifi-
cada por meio de modelagem por homologia, guiada por simulagdes
de docking molecular. O docking molecular, realizado com o mddulo
Surflex-Dock do SYBYL-X 2.0, permitiu identificar os residuos criti-
cos do sitio de ligagdo (Asn201, Asp205, His208, His213, His295 e
Asn297), cujas substituigdes por residuos hidrofébicos (como Ala, lle,
Leu, Trp e Met) visaram aumentar a afinidade da enzima por subs-
tratos igualmente hidrofébicos como naftaleno, antraceno, pireno
e benzo(a)pireno. As simulagdes revelaram que tais substituigdes
aumentaram a interacéo hidrofdbica com os ligantes, resultando em
14 variantes com maior afinidade de ligagdo em relagdo a enzima
selvagem (LI et al, 2019).
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BIORREMEDIACAQ DE PLASTICOS
E MICROPLASTICOS

Focados na biodegradacdo do poliestireno (PS), pesquisa-
dores isolaram uma cepa bacteriana do intestino de Tenebrio molitor
e utilizaram docking molecular para investigar as interagdes entre
enzimas degradadoras e o PS. Foi identificada uma nova proteina
com atividade semelhante a lacase, denominada LacQ1, que desem-
penhou um papel crucial na degradagao do PS. As simulagdes reve-
laram interagOes estdveis entre a enzima e o substrato, elucidando
0s mecanismos cataliticos envolvidos (DU et al., 2024). Outro estudo
desenvolvido por Hoang et al. (2024) explorou o mecanismo de
degradagéo do polietileno (PE) utilizando o docking molecular. Eles
investigaram a lignina peroxidase, e observaram que essa enzima
apresentou a interagao mais forte com o PE, com uma energia de
ligagao de -4,69 kcal/mol (HOANG et al, 2024).

Por fim, estudos como o de Santacruz-Juarez e colaborado-
res (2021) analisaram a degradagao do polietileno por enzimas fun-
gicas. As simulagdes indicaram que a lignina peroxidase apresentou
a interag@o mais significativa com o PE, com uma energia de ligagao
de -4,69 kcal/mol e um desvio padrdo quadratico médio (RMSD) de
0,93 A. Esses resultados destacam o potencial de enzimas flingicas
na biodegradagéo de plasticos (SANTACRUZ-JUAREZ et al,, 2021).

TUTORIAL BASICO SOBRE DOCKING
MOLECULAR - ASPECTOS PRELIMINARES

Com o objetivo de facilitar o acesso as simulagdes de docking
molecular por parte de iniciantes, foi elaborado um tutorial pratico.

84



Embora o uso de ferramentas de simulagéo de biomoléculas ainda
nao faga parte da rotina da maioria dos pesquisadores, iniciativas
como essa buscam promover sua popularizagdo.

O tutorial desenvolvido (Figura 3) apresenta um passo a passo
para a realizagcdo das simulagdes através do programa AutoDock
Vina, implementado na interface gréfica do UCSF Chimera. Como
exemplo, foi empregado o poluente bisfenol A (BPA) como ligante e a
enzima lacase de Trametes versicolor (PDB ID: 1KYA) como receptor.
Esta estrutura foi determinada experimentalmente e cocristalizada
com o substrato 2,5-xilidina (XYD) em seu sitio ativo. Para fins dida-
ticos, algumas etapas do protocolo foram otimizadas ou suprimidas,
de forma a tornar o processo mais acessivel ao publico iniciante.

Figura 3 - Fluxo de trabalho nas simulacdes de docking molecular
pelo programa Autodock Vina implementado na interface Chimera.
A) Etapas para o preparo do receptor e ligante através do terminal.
B) Localizacdo de onde sera realizada a simulagao. C) Adicdo dos
arquivos no programa Autodock Vina. D) Analise dos resultados.
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REQUISITOS

UCSF Chimera instalado: https://www.cglucsf.edu/chimera/
download.html

AutoDock Vina instalado: https://github.com/ccsb-scripps/
AutoDock-Vina/releases

Receptor: enzima lacase de T. versicolor obtida no PDB
(PDB: 1KYA).

Ligante: BPA em 3D no formato sdf obtido no Pubchem
(Pubchem: 6623).

ETAPAS DAS SIMULAGOES

. Criar uma pasta de trabalho e adicionar os arquivos da
estrutura e ligante.

. Iniciar o Chimera e abrir 0 arquivo da proteina e do ligante:

File - Open - selecione 1kya.pdb e Conformer3D_
COMPOUND_CID_6623.sdf

Ativar o terminal de comando (command):
Favorites > Command Line

Remover cadeias B, C e D (ficar apenas com A) digitando
sem aspas no Command.

“delete .B .C .D"

. apagar heterodtomos e dguas desnecessdrias:
“delete :PYE :NAG :HOH"
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Adicionar hidrogénios:
“addh”

Usar o comando para obter o centro da caixa de docking
(anote as coordenadas fornecidas, como na Figura 3B):

“measure center :XYD"

Deletar o ligante XYD:
“delete :XYD”

Executar Vina no Chimera:

Tools - Surface/Binding analysis - Autodock Vina

Selecionar a pasta em que os arquivos de saida (output file)
serdo salvos, nomear (file name) como results e clicar em
Set Output Location;

Selecionar o Receptor: 1kya.pdb (#0)
Selecionar o ligante: 6623 (#1)

Adicionar as coordenadas de centro obtidas anteriormente
(-30.87, 6.29, 5815).

Adicionar o tamanho de caixa que ocupe a regidgo do
sitio ativo: 15, 15, 15,

Executable location: procurar o programa Autodock Vina
que foi baixado em seu computador e clicar em open. Obs.:
Recomenda-se que o arquivo do programa vina estejana mesma
pasta que os arquivos de docking, pois o programa Chimera
pode exigir permissdo para executar caso o local seja diferente.

Por fim, clique em "OK"

Anédlise dos Resultados:

Visualize as poses geradas e ranqueadas pelo AutoDock Vina.

Avalie as pontuagdes de afinidade, lembrando que valores mais
negativos indicam melhor interagdo entre ligante e receptor.
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DESAFIOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O docking molecular se apresenta como uma ferramenta
importante para analises de interagdes entre poluentes e enzimas
envolvidas na biorremediagdo. No entanto, existem poucas dessas
estruturas proteicas em complexo com os poluentes determinadas
experimentalmente. Como muitos dos contaminantes comparti-
lham uma analogia estrutural, € mais facil encontrar o local correto
onde se realiza o encaixe. Com o aumento dessas informagdes,
essa ferramenta pode se tornar ainda melhor para prever os meca-
nismos de interagao.

Além disso, o rapido avango das técnicas de inteligéncia arti-
ficial (IA) tem impulsionado melhorias significativas nos algoritmos
utilizados. Com a incorporagao delas, os métodos de predigao estdo
se tornando mais sofisticados, capazes de lidar com a flexibilidade
molecular, solventes e efeitos dindmicos, o que aumenta considera-
velmente a confiabilidade e a precisdo dos resultados. A tendéncia
é que, em um futuro préximo, as ferramentas baseadas em IA pro-
porcionem previsoes ainda mais fiéis as condigdes bioldgicas reais,
acelerando o desenvolvimento de solugdes biotecnolégicas mais
eficientes para tratar a poluicdo ambiental.
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RESUMO:

A imobilizagdo de enzimas representa uma estratégia fundamental para
a viabilizagdo da catélise bioldgica em aplicagdes de biorremediagéo,
oferecendo  melhorias  significativas em estabilidade estrutural,
reusabilidade e eficiéncia operacional sob condicGes ambientais adversas.
Este capitulo discute os principais métodos de imobilizagdo enzimatica —
adsorcao, ligacao covalente, aprisionamento, encapsulamento e reticulagao
cruzada (CLEAs - Cross-Linked Enzyme Aggregates) — destacando o0s
mecanismos fisico-quimicos envolvidos, os tipos de suportes utilizados
e os efeitos sobre a atividade catalitica. Métodos emergentes baseados
em nanotecnologia e engenharia de proteinas também sdo abordados,
considerando seu impacto sobre a eficiéncia e seletividade dos sistemas
imobilizados. As vantagens da imobilizagdo sdo analisadas com base em
parametros como meia-vida enzimética, tolerancia asolventes,manutengéo
da atividade em ciclos reacionais sucessivos e aplicabilidade em reatores
continuos. Em contrapartida, discute-se as limitagdes relacionadas a
difusdo de substratos, custos de producdo, perda de atividade catalitica e
desafios na regeneracdo dos suportes. O capitulo compila ainda uma série
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de aplicacGes documentadas de enzimas imobilizadas, incluindo lacases,
peroxidases, lipases, nitrilases e organofosforilases, voltadas a degradagéo
de xenohidticos, como corantes industriais, pesticidas organofosforados,
hidrocarbonetos policiclicos arométicos e residuos farmacéuticos. Por fim,
sdo0 apresentadas as principais tendéncias e perspectivas futuras, com
énfase na integragdo de tecnologias sustentaveis e sistemas enzimaticos
imobilizados em escala industrial para a mitigagao de impactos ambientais
causados por poluentes recalcitrantes.

Palavras-chave: biodegradacdo; catalise ambiental; imobilizagdo
enzimatica; poluentes ambientais; quimica verde; suportes funcionais
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INTRODUCAQ

A crescente contaminagdo ambiental por poluentes orgé-
nicos e inorganicos, resultante de atividades industriais, agricolas e
urbanas, representa uma das principais ameagas a saude humana e
a sustentabilidade dos ecossistemas. Compostos como pesticidas,
corantes sintéticos, hidrocarbonetos, metais pesados, pldsticos e
produtos farmacéuticos sdo langados no meio ambiente em quanti-
dades alarmantes, e muitos desses contaminantes sdo persistentes,
bioacumulativos e toxicos. Nesse contexto, a busca por alternativas
eficazes, sustentdveis e economicamente vidveis para a mitiga-
cao desses poluentes tornou-se uma prioridade em nivel global
(DE ARAUJO et al, 2020; RATHI; KUMAR; VO, 2021; SARAVANAN
et al, 2021; SYBUIA et al., 2024).

A biorremediacdo surge como uma estratégia promissora
para o tratamento de ambientes contaminados, utilizando organis-
mos vivos como bactérias, fungos, algas e plantas, ou seus com-
ponentes bioldgicos (enzimas, metabdlitos, consdércios microbianos)
para degradar, transformar ou remover substancias nocivas do solo,
da dgua ou do ar (BALA et al,, 2022; THAKUR; KUMAR, 2024). Entre
as diversas abordagens biotecnolégicas aplicadas a biorremediagao,
destaca-se o uso de enzimas isoladas, que permitem uma atuagéo
direta e especifica sobre os poluentes, promovendo sua degradagao
ou transformagdo em compostos menos téxicos ou mais facilmente
assimilaveis (Sl et al,, 2021; SOMU et al,, 2022).

As enzimas sdo biocatalisadores altamente eficientes que
operam sob condi¢gdes amenas de temperatura e pH, apresentam alta
especificidade e, em muitos casos, ndo geram subprodutos téxicos.
Entretanto, a aplicacdo de enzimas livres em sistemas de biorreme-
diacdo apresenta limitagdes importantes, como baixa estabilidade
frente a condigdes ambientais adversas, perda de atividade ao longo
do tempo, dificuldades na recuperacao e reutilizagdo, além de custos
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elevados para a producdo em larga escala (SOMU et al, 2022;
JAISWAL et al, 2024). Para superar essas limitagcdes, a imobilizagcdo
enzimética tem sido amplamente estudada e aplicada com o objetivo
de tornar esses biocatalisadores mais estaveis, eficientes e economi-
camente vidveis para aplicagdo em processos ambientais (BIE et al.,
2022; MAGHRABY et al.,, 2023).

A imobilizagado de enzimas refere-se a fixagao fisica ou qui-
mica das moléculas enziméticas em suportes sélidos ou em matrizes
tridimensionais, permitindo sua reutilizagdo em multiplos ciclos rea-
cionais, maior resisténcia a desnaturagdo e, em muitos casos, melhora
na atividade catalitica (BRUGNARI et al,, 2021; CONTATO et al., 2022).
Diversas técnicas de imobilizagédo tém sido desenvolvidas, incluindo
adsorcdo em suportes, ligacdo covalente, aprisionamento em géis
poliméricos, encapsulamento em lipossomas ou microcdpsulas e
formacao de agregados enzimaticos reticulados (CLEASs). A escolha
do método e do suporte depende de fatores como o tipo de enzima,
as caracteristicas do substrato, o ambiente da reacéo e o objetivo
especifico do processo de remediacdo (MAGHRABY et al, 2023;
ROBESCU; BAVARO, 2025).

No contexto da biorremediagao, as enzimas imobilizadas tém
se mostrado particularmente Uteis na degradacdo de compostos
complexos, como corantes industriais, pesticidas organofosfora-
dos, fendis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), micro-
plasticos e farmacos, entre outros (SOMU et al, 2022; BORO et al,,
2025; UBER et al,, 2025). Enzimas como lacases, peroxidases, lipa-
ses, celulases, proteases e monooxigenases tém sido imobilizadas
com sucesso e aplicadas em sistemas reacionais para tratamento
de efluentes, solos contaminados e residuos sélidos. Além disso, o
uso de enzimas imobilizadas permite maior controle do processo,
facilidade de separacédo do catalisador apds a reacdo, e redugéo
dos custos operacionais em processos continuos (BRUGNARI
et al, 2018; BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022;
MAGHRABY et al, 2023).
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Apesar das vantagens, o uso de enzimas imobilizadas
também apresenta desafios, como a possivel perda de atividade
catalitica durante o processo de imobilizagdo, difuséo limitada de
substratos e produtos na matriz de suporte, e custos adicionais
associados a producéo e regeneracado dos suportes (MAGHRABY
et al, 2023; JIANG et al,, 2024). No entanto, os avangos recentes em
nanotecnologia, ciéncia dos materiais e engenharia de proteinas
tém contribuido significativamente para a superagdo dessas limita-
¢oes, impulsionando a aplicagao de sistemas enzimaticos imobili-
zados em escala piloto e industrial (MEENA et al,, 2021; CAPARCO;
DAUTEL; CHAMPION, 2022).

Este capitulo tem como objetivo apresentar uma visao
abrangente e atualizada do uso de enzimas imobilizadas nos pro-
cessos de biorremediagéo. Serdo abordados os principais métodos
de imobilizagéo, com destaque para suas caracteristicas técnicas e
aplicagoes especificas, bem como as vantagens e limitagdes do uso
de enzimas imobilizadas em compara¢do com enzimas livres. Por
fim, serdo discutidos exemplos relevantes de enzimas imobilizadas
empregadas na biorremediacdo de diversos poluentes, procurando
evidenciar o potencial dessa abordagem no enfrentamento dos
desafios ambientais contemporéneos.

PRINCIPAIS METODOS DE IMOBILIZAGAQ
- CARACTERISTICAS GERAIS

A imobilizagdo de enzimas consiste na associacdo dessas
biomoléculas a uma fase sélida ou a uma matriz polimérica, de
modo a manter sua atividade catalitica e possibilitar sua reutilizacdo
em multiplos ciclos reacionais. Essa abordagem tem sido ampla-
mente empregada para melhorar a estabilidade térmica, operacio-
nal e estrutural das enzimas, além de facilitar sua separagéo dos

98



produtos ao final dos processos, tornando o uso industrial e ambien-
tal mais eficiente e economicamente vidvel (GUISAN et al, 2022;
MAGHRABY et al., 2023).

A escolha do método de imobilizagao ideal depende de mdl-
tiplos fatores, incluindo: as caracteristicas estruturais e funcionais da
enzima; o tipo de substrato ou poluente-alvo; as condi¢des opera-
cionais do processo (pH, temperatura, presenca de solventes, etc.);
e a necessidade de reusabilidade e recuperagdo do catalisador (BIE
etal, 2022; BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).

A adequacéo técnica e econdbmica também deve sempre
ser considerada, especialmente em aplicagdes ambientais, onde a
simplicidade e o custo-beneficio sdo fundamentais. O sucesso da
biorremediagcdo mediada por enzimas imobilizadas depende direta-
mente da eficiéncia do método de imobilizagdo, sendo este um dos
pontos-chave para a viabilidade de tecnologias limpas e sustentaveis
(CAVALCANTE et al, 2021, MAGHRABY et al.,, 2023).

Diversos métodos de imobilizacdo foram desenvolvidos ao
longo das ultimas décadas, sendo classificados de acordo com o tipo
de interagao entre a enzima e o suporte, a complexidade do procedi-
mento e a aplicagado desejada. Os métodos mais utilizados incluem:
adsorgédo, ligagdo covalente, aprisionamento (ou encapsulamento),
reticulagdo cruzada (cross-linking) e entrapment (aprisionamento
fisico em matriz polimérica) IMAM; MARR; MARR, 2021; TAPDIGOV,
2021, MOHIDEM et al, 2023). Esses métodos estdo detalhados e
organizados na Tabela 1, com as suas caracteristicas, vantagens,
desvantagens e os principais exemplos de suporte.
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Tabela 1- Principais métodos de imobilizagdo enzimatica
utilizados em processos de biorremediacéo

Método de Caracteristicas Vantagens Desvantagens Exemplos de
Imobilizagdo Suportes
Adsorgdo - Fixagdo fisica da 1)Técnicardpidaede 1) Enzima pode se Carvdo ativado, argilas

enzimaasuperficiedo  baixo custo. desprender facilmente  modificadas, sflica
. Suporte porinteracdes ) Geralmente ndo (dessorcéo), gel, zedlitas, fibras
J(EEI?J?WT]QX&I&/ZSEE%]TA ndo covalentes altera a estrutura principalmente com de celulose, Gxidos
KAJEWSKA. 2018 YU (eletrostticas, tridimensional da alteracdes e pHou  metdlicos (Ti0,, AL,0s),
ol 2021'ﬁEMONATTU hidrofdbicas, van der  gnzima. forga idnica. resinas poliméricas
elal, oz Waals, ligacdes de - 9) Estabilidad (Amberlite®, Dowex”).
etal, 2000, WGHRAY 3) Possibilita ) Estabilidade

etal, 2023) drogrio) regeneragdo do limitada a condides
- Processo reversivel suporte. ambientais brandas.

g simples, sem . i

nellzespsidade o 4)Boa preservagioda ) Menor eficéncia em
s qui atividade catalfica,  Suportes com baixa

1eagentes quimicos. &rea superficial.

Ligacdo Covalente - Fixacdo da enzima 1) Alta estabilidade 1) Processo mais Sepharose ativada
por meio deligagdes ~ operacional e térmica.  complexo e custo mais  com epdxidos, sflica
quimicas estaveis 2) Enzimafortemente elevado, funcionalizada com

(KUIAWA et al, 2021; . .

GUSANetal o0 CMiegrupos ligada ao suporte. 2) Possfiel nativagdo  aminas ou carboxias

e funcionais da enzima ; ; esferas de agarose,

MAGHRABY ¢t a/, 3) Pode ser usada parcial da enzima se -

! (~NH,, -CO0H, -SH) a celulose oxidada,

2023; MIRSALAM| ! M Processos 05 grupos catalfticos y

! ' & grupos reativos do p estiverem envolvidos  Nenoparticulas

MIRSALAMI; continuos com elavada p” ’
suporte. o na ligacio magnéticas, polimeros

GHODOUSIAN, 2024; reusabilidade, gagao. sid

ROBESCU;BAVARD, - Frequentemente e Y Dfcudadena oo oreos codOS

R utlza agentes 4) Resisténcia a . ou isotiocianato.

2025) ! variagdes de pe 3 regeneracdo do
ativadores como i, suporte
aluaradefdo ago de solventes. porte.
carbodiimidas ou
epicloridrina.

Aprisionamento -Aenzima é 1) Boa preservagdoda 1) Risco de vazamento  Alginato de sédio,

(Entrapment) aprisionada atividade enzimdtica.  daenzima, quitosana, carragenina,
fisicamente em uma ?) Rvita desnaturagdo especialmente em gelatina, pectina,
matriz porosa sem oo o matrizes com poros poliuretano poroso,

. MalflZzporgsd 5ei por ligagdo quimica. Lo

(GANONYAN et a, 2020 ligagdo quimica direta ) grandes. poliacrilamida.

DEMIRC; SAHINER, com o suporte 3) Compativel com L

2021; IMAM: MARR; i reatores continuose &) Lmitacdes

MARR, 2021 BIE taf,  -Permiteadifusdode  somicontinuosecom - difusionas para

2022; MAGHRABY g1 al,  SUDSH&10S @ produtos,  gypientes agressivos,  SUbStratos grandes.

2023) mas 1etem a enzima, 3) Perda de atividade

aolongo do tempo por
difusdo.
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Método de Caracteristicas Vantagens Desvantagens Exemplos de
Imobilizagdo Suportes
Encapsulamento -Aenzimaé confinada 1) Excelente protecdo 1) Processo elaborado.  Lipossomas,
dentrode cdpsulas  contra condices 2)Difusdo limitada, ~ MiCIocapsulas
——" o . " i
(CAALCANTE et ou microvesfculas amplentalsadversas 3 Difculdade de deagma.to ou
£om membranas 2 Liberagio carragenina,
2021; WANG; LIAQ, 2021; semipermedveis G escalonamento microemulsiis
MAGHRABY et al, 2023, ¥ controlada. industrial. ———.
SICARD, 2023;WENG ~ ~ P{PTEQ_E a e“é'mﬂt dIE 3) Alta estabilidade oolimércas (PLGA
inativagdo ambiental. ; ! Lan,
etal, 2023) estrutural e funcional, quitosana), géis de
sflica sol-gel.
Reticulacdo cruzada - Formagdo de 1) Alta concentracdo de 1) Difusdo limitada. Agentes precipitantes:
(CLEAS) agregados enziméticos ~ enzima ativa. 2)Otimizagdo criica,  ACetoN3 etanol, sulfato
0r precipitagao il ! . deamdnio. Reticulante:
Eegl?ida é)e recticulagéo f) E\eyada Esmbl-“da?e I R'.SCO te |nqt|vaga_0 glutaraldeido.
(AMADI et af, 2022; . GMICA € OPEracional.  parcial por reticulagdo —
VELASCO-LO7AND: entre as moléculas 3 Redugdo de ust : Suportes opcionais:
oo M-AHTIN' X enziméticas com educdo eﬂcus 0.  EXcessiva. nanoparticulas
i agente bifuncional.  4) Boa reusabilidade. magnéticas,
SANTOS, 2022; CHEN ) oliacriamida
etal, 2023, C0SThefal, - MEétodo sem suporte P '
externo.

2023; BOUGUERRA
etal,2024)

CLEAs: agregados enziméticos reticulados (cross linked enzyme aggregates);
PLGA: acido(poli-ldtico-co-glicdlico).

IMOBILIZAGAO POR ADSORCAO

A adsorcdo é um dos métodos mais antigos e simples de
imobilizacdo enzimética, caracterizado pela fixagao fisica da enzima
na superficie de um suporte sélido através de interagdes ndo cova-
lentes como, forgas eletrostéticas, ligagdes de hidrogénio, interagoes
hidrofébicas e forgas de van der Waals. Esse processo nao requer
modificagdes quimicas prévias na enzima nem no suporte, 0 que
preserva sua estrutura tridimensional e sua atividade catalitica
(ALBAYATI et al, 2024; CAVALCANTE et al,, 2024).
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A principal vantagem da adsorgéao esta na facilidade de exe-
cucao, baixo custo e boa manutengéao da atividade enzimética, o que
a torna especialmente atrativa para aplicagdes em biorremediagao
em larga escala (RASHID et al, 2021; SILVA et al, 2022). No entanto,
por se tratar de um processo reversivel, a enzima pode se desprender
do suporte sob certas condigdes, como variagdes de pH, forga idnica
ou presenca de solventes (BOLIVAR;, WOODLEY; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2022; JIANG et al., 2024). A escolha do suporte é crucial:
materiais como carvao ativado, argilas modificadas, resinas polimé-
ricas e 6xidos metélicos sédo frequentemente utilizados por apresen-
tarem elevada area superficial e propriedades favordveis a interacéo
com a enzima (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; KHAN
et al, 2021; BIJOY et al, 2022).

Esse método tem sido amplamente aplicado na imobilizagdo
de lacases, peroxidases e lipases utilizadas na degradagéo de coran-
tes sintéticos, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos (CHEN et al,,
2022; KESHTA; GEMEAY; KHAMIS, 2022; QIAN et al,, 2023).

IMOBILIZAGAO POR FORMAGAQ
DE LIGAGAQ COVALENTE

A ligagado covalente envolve a formacédo de ligagdes qui-
micas estdveis entre grupos funcionais presentes na molécula da
enzima (como grupos amino, carboxila, hidroxila ou tiol) e grupos
reativos presentes no suporte sélido. Essa fixagdo é promovida por
agentes ativadores quimicos, como glutaraldeido, carbodiimidas
ou epicloridrina, que atuam como pontes covalentes entre enzima
e suporte (ZOU; GU; ZHENG, 2018; SMITH et al, 2020; GAO;
PENG; MITRAGOTRI, 2021).
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Este método oferece elevada estabilidade operacional e tér-
mica, além de minimizar a lixiviagdo da enzima do suporte durante
0 uso, sendo ideal para reatores continuos ou processos industriais
em ambientes extremos (CAVALCANTE et al, 2021; IMAM; MARR;
MARR, 2021). Contudo, a formagao dessas ligagdes pode ocorrer em
regides da enzima essenciais para sua fungao catalitica, levando a
uma possivel perda parcial de atividade. Além disso, o processo de
ativagdo do suporte é mais complexo e pode aumentar o custo da
imobilizacdo (KHAN et al,, 2021; JIANG et al, 2024).

Suportes comuns incluem silica funcionalizada, esferas de
agarose ativadas, nanoparticulas magnéticas com grupos epoxi
e celulose oxidada (ZUCCA; SANJUST, 2014; SMITH et al, 2020).
Enzimas como peroxidases, esterases e oxidases sdo frequente-
mente imobilizadas por ligagcdo covalente em aplicagdes de biorre-
mediacdo voltadas a degradagao de compostos fendlicos e micro-
poluentes orgénicos persistentes (SELLAMI et al, 2022; SHARMA,;
BHARDWAJ; GUPTA, 2022; CARDENAS-MORENO et al,, 2023).

IMOBILIZACAO POR APRISIONAMENTO
(ENTRAPMENT)

O aprisionamento (ou entrapment) consiste na incluséo fisica
da enzima dentro de uma matriz porosa ou gel, sem ligagao direta
com o suporte. A enzima permanece confinada em microcavidades,
enquanto os substratos e produtos podem difundir-se livremente
através da matriz. Esse método é vantajoso por manter a confor-
macao nativa da enzima, oferecendo protecdo contra agentes des-
naturantes e condi¢gdes ambientais adversas (IMAM; MARR; MARR,
2021, MAGHRABY et al,, 2023).
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Apesar das vantagens, o aprisionamento pode gerar limi-
tacoes difusionais significativas, especialmente para substratos de
maior peso molecular, além do risco de vazamento da enzima ao
longo do tempo, o que pode comprometer a eficiéncia do processo.
A escolha do material da matriz é fundamental para maximizar a
retengdo da enzima e minimizar perdas de atividade (KHAN et al,
2021; BIE et al, 2022).

Alguns dos materiais mais utilizados incluem alginato de
sddio, quitosana, carragenina, pectina e gelatina (PEREIRA et al,
2021; SHARMA et al., 2021). Este método é comumente empregado
na imobilizagdo de enzimas como lacases e peroxidases usadas na
degradacgao de corantes téxteis e contaminantes emergentes (IMAM,;
MARR; MARR, 2021; URREA et al,, 2021).

IMOBILIZAGAO POR ENCAPSULAMENTO

O encapsulamento envolve o confinamento da enzima dentro
de estruturas semipermedveis, como microcapsulas, lipossomas ou
nanoparticulas poliméricas. Essas estruturas atuam como barreiras
seletivas, permitindo a passagem de moléculas pequenas (substratos
e produtos) enquanto retém a enzima no interior do compartimento
(GAUR; DUBEY; TRIPATHI, 2022; MUSTAFA et al., 2024).

Esse método oferece excelente protecdo contra a desnatu-
ragao por temperatura, pH ou solventes organicos, além de permitir
liberagdo controlada da atividade catalitica. Entretanto, o encapsula-
mento é um processo tecnicamente mais elaborado, e as limitagdes
difusionais podem comprometer a eficiéncia catalitica em alguns
sistemas (MAGHRABY et al, 2023; JIANG et al,, 2024) .
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Entre os materiais utilizados destacam-se lipossomas, nano-
particulas de quitosana, PLGA (poliacido latico-co-glicélico) e siste-
mas baseados em silica sol-gel (AYYARIL et al,, 2023; MONDEJAR-
LOPEZ et al, 2024). O encapsulamento tem sido estudado para apli-
cagao de enzimas redox como catalases e oxidases na remediagao
de 4guas contaminadas com metais pesados e compostos farma-
céuticos (DATTA et al, 2021; GAN et al.,, 2022).

IMOBILIZAGAO POR RETICULAGAQ
CRUZADA (CLEAS - CROSS-LINKED
ENZYME AGGREGATES)

A reticulagéo cruzada de agregados enzimaticos (CLEAS) é uma
abordagem moderna que dispensa o uso de suportes sélidos. Neste
método, a enzima € inicialmente precipitada (com etanol, acetona ou sul-
fato de amdnio) e, em seguida, os agregados resultantes sdo reticulados
covalentemente com um agente como o glutaraldeido. O resultado € um
agregado enzimético insollvel e estdvel, que pode ser utilizado direta-
mente em reacdes cataliticas (CHEN et al, 2023; COSTA et al, 2023).

Os CLEAs oferecem alta concentracdo de enzima ativa,
excelente estabilidade térmica e operacional e boa reutilizagdo. No
entanto, sua performance depende de uma otimizagdo cuidadosa
das condic¢des de precipitagado e reticulagdo. O excesso de agente
reticulante pode inativar a enzima por modificar regides sensiveis da
proteina (CHEN et al, 2023; COSTA et al,, 2023).

Essa tecnologia tem sido aplicada com sucesso na imobi-
lizagdo de enzimas como nitrilases, lipases, lacases e peroxidases
para processos de biorremediagao, especialmente na degradacédo
de compostos téxicos em efluentes industriais (HONG et al, 2021;
KHATIK; JAIN; MULEY, 2022; CHEN et al,, 2023; COSTA et al., 2023).

105



OUTROS I\/IETOQOS EMERGENTES
DE IMOBILIZACAQ

Com os avangos recentes na nanotecnologia, na ciéncia
dos materiais e na biologia molecular, novas abordagens tém sido
exploradas para a imobilizagdo de enzimas, indo além das técnicas
tradicionais. Esses métodos emergentes visam nao apenas melhorar
a estabilidade e a reutilizagao das enzimas, mas também possibilitar
a atuacao eficiente em ambientes complexos e contaminados, como
aqueles enfrentados nos processos de biorremediagdo. A seguir, sdo
discutidos os principais enfoques inovadores que vém ganhando
destaque na literatura cientifica e tecnolégica.

Um dos mais promissores envolve a imobilizagdo de enzimas
sobre nanomateriais, como nanoparticulas magnéticas, nanotubos
de carbono, 6xidos metdlicos e derivados de grafeno. Esses mate-
riais apresentam elevada area superficial especifica, o que aumenta
a densidade de enzimas ativas por unidade de massa, além de pro-
priedades fisico-quimicas que favorecem a estabilidade e a funcio-
nalizagdo com grupos reativos (NEMIWAL; ZHANG; KUMAR, 2022;
CAVALCANTE et al, 2024). Por exemplo, nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro (Fe;O,4) permitem a recuperacéo rapida do bioca-
talisador por meio de um campo magnético, facilitando seu uso em
reatores continuos ou em sistemas de tratamento de dguas residuais
(HUSAIN, 2017). Nanotubos de carbono e éxidos de grafeno, por sua
vez, proporcionam excelente suporte para enzimas oxidativas, como
lacases e peroxidases, frequentemente utilizadas na degradacao de
corantes e poluentes organicos persistentes (ADEEL et al,, 2018).

Outro enfoque inovador é a imobilizagdo orientada por enge-
nharia de proteinas, que se baseia na modificagdo genética das enzi-
mas para incluir sequéncias especificas que favoregam sua fixagdo
controlada ao suporte. A introdugdo de residuos como histidinas,
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cisteinas ou lisinas em locais estratégicos permite a ancoragem da
enzima de maneira que o sitio ativo permaneca totalmente exposto e
funcional. Essa imobilizagcdo direcionada é particularmente Util para
enzimas sensiveis a orientagdo ou suscetiveis a perda de atividade
apos adsorcao aleatdria. Seus avangos demonstram alto potencial
para aplicacbes em biorremediacdo seletiva, especialmente em
sistemas enziméticos projetados para atuar sobre micropoluentes
emergentes, como farmacos, hormdnios e compostos fendlicos
(DORAU; GORBE; HUMBLE, 2018; WANG et al,, 2022).

Além disso, o uso de sistemas hibridos com polimeros inteli-
gentes representa uma fronteira tecnoldgica em expansao. Polimeros
estimulo-responsivos, também chamados de polimeros inteligentes,
sdo materiais que respondem a variagdes de temperatura, pH, luz
ou campos elétricos, modificando sua estrutura ou funcionalidade.
Enzimas imobilizadas nesses sistemas podem ter sua atividade cata-
litica controlada dinamicamente, o que permite aplicagoes altamente
especificas e eficazes. Hidrogéis de poli(N-isopropilacrilamida), ou
PNIPAM, por exemplo, sofrem contragcdo e expansdo térmica que
regula a difusdo do substrato até o sitio ativo da enzima. Outros poli-
meros sensiveis ao pH podem ser empregados em areas contamina-
das por efluentes acidos ou basicos, liberando ou ativando enzimas
em resposta ao ambiente. Esses sistemas sdo promissores para apli-
cacdes em locais de dificil acesso ou em biorreatores automatizados
(ROSENTHAL et al, 2018; HUANG; LI; LI, 2024).

Ainda em desenvolvimento, a utilizagdo de suportes biolégi-
cos e biomiméticos tem atraido atengao por sua biocompatibilidade,
baixo impacto ambiental e funcionalidade inspirada em sistemas
naturais. Materiais como celulose bacteriana e membranas lipidicas
artificiais estdo sendo testados como matrizes para imobilizagdo de
enzimas. Além disso, ha um crescente interesse no uso de esfero-
plastos celulares modificados e vesiculas poliméricas como cdpsulas
enzimaticas, mimetizando compartimentalizagdes celulares naturais.
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Esses sistemas apresentam grande potencial para aplicagdes em
ambientes biolégicos complexos, como solos contaminados, sedi-
mentos e zonas Umidas, onde a preservacdo da integridade da
enzima e sua protegdo contra inativagdo sdo importantes (ULLAH
et al, 2023; ZHANG et al., 2024).

Esses métodos emergentes, embora ainda em fase de
desenvolvimento e com aplicagdes piloto, representam uma impor-
tante evolugdo no campo da imobilizagcdo enzimatica. A tendéncia
€ que, com o0 avango das técnicas de caracterizagdo molecular e
com a integragdo multidisciplinar entre quimica, biologia e enge-
nharia, esses novos sistemas se tornem cada vez mais vidveis para
aplicagdo em larga escala, contribuindo significativamente para
processos de biorremediagdo mais seletivos, sustentaveis e econo-
micamente eficientes.

VANTAGENS E DESVANTAGENS NO
USO DE ENZIMAS IMOBILIZADAS-
OBSERVACOES INTRODUTORIAS GERAIS

A imobilizagcdo de enzimas representa uma das estratégias
mais promissoras no campo da biocatalise aplicada a biorremedia-
cao ambiental (SOMU et al, 2022). A escolha por empregar enzimas
imobilizadas, em vez de enzimas livres, esté relacionada a uma série
de beneficios técnico-operacionais e econdmicos que ampliam a
viabilidade do uso desses biocatalisadores em sistemas industriais,
ambientais e de tratamento de residuos. No entanto, a adogéo dessa
abordagem também apresenta limitagdes que devem ser cuidado-
samente avaliadas durante o desenvolvimento de processos.
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VANTAGENS DA II\/IOBILIZAQAO
ENZIMATICA- REUTILIZACAQ
DO BIOCATALISADOR

A imobilizagdo permite que a enzima permaneca fixa a um
suporte sélido ou encapsulada em uma matriz, o que facilita sua
recuperacdo e reutilizagdo em muiltiplos ciclos de reagdo. Essa
caracteristica é especialmente importante em processos de biorre-
mediacdo, que muitas vezes exigem longos periodos de operagéo e
tratamento continuo de grandes volumes de residuos. Ao permitir o
reuso da enzima, reduz-se significativamente o custo com enzimas
purificadas, que muitas vezes representam o insumo mais oneroso
do processo. Além disso, a reutilizagdo contribui para a sustenta-
bilidade do sistema, ao minimizar a geragdo de residuos enzima-
ticos e a necessidade de reposi¢ao constante (SOMU et al,, 2022;
ABDELHAMID et al,, 2024).

VANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - AUMENTO DA
ESTABILIDADE ENZIMATICA

A fixagdo da enzima em um suporte adequado pode conferir
maior estabilidade térmica, operacional e estrutural, permitindo que o
biocatalisador atue de forma eficaz mesmo em condig¢des adversas,
como variagdes de temperatura, pH extremo, presenga de solven-
tes organicos, sais metélicos ou compostos téxicos. A estabilidade
conferida pela imobilizagéo € atribuida a restrigdo de mobilidade da
cadeia polipeptidica e a protegdo conferida pela matriz ou suporte
contra agentes desnaturantes. Em sistemas de biorremediacéo,
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isso se traduz na possibilidade de aplicagdo em ambientes contami-
nados complexos, onde as enzimas livres tenderiam a se desnaturar
rapidamente (SELLAMI et al,, 2022; SOMU et al., 2022).

VANTAGENS DA IMOBILIZAGAQ
ENZIMATICA - FACILIDADE DE
SEPARACAO DO MEIO REACIONAL

A separacdo das enzimas do meio reacional é um desafio
importante em sistemas com enzimas livres, o que pode dificultar
a recuperagao do produto e gerar contaminagéo ou desperdicio do
biocatalisador. No caso das enzimas imobilizadas, a separagédo torna-
-se mais simples, podendo ser realizada por filtragdo, centrifugagao
ou aplicagdo de campo magnético, dependendo do tipo de suporte
utilizado. Essa facilidade operacional ndo apenas melhora a efici-
éncia do processo, como também reduz os custos de downstream
e evita a liberagdo de enzimas no meio ambiente apds o processo,
contribuindo para a seguranga ambiental e regulatéria do sistema
(BIE et al, 2022; CAVALCANTE et al,, 2024).

VANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - APLICAGOES EM SISTEMAS
CONTINUOS E ESCALONAVEIS

A imobilizagdo enzimética viabiliza o uso de reatores con-
tinuos, onde o substrato é alimentado continuamente e os produ-
tos sdo coletados sem a necessidade de interromper o processo.
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Isso é particularmente vantajoso em estagdes de tratamento de
efluentes, onde a demanda por operacdo ininterrupta e elevada
produtividade é constante. A robustez e a estabilidade do bioca-
talisador imobilizado permitem a manutencdo do processo por
longos periodos sem perda significativa de desempenho. Essa
capacidade de operagao continua é essencial para escalonamento
industrial, especialmente em setores como o de tratamento de
efluentes téxteis, residuos petroquimicos e degradagao de pesticidas
(NARAMITTANAKUL et al,, 2021; ZNIDARSIC-PLAZL, 2021).

VANTAGENS DA IMOBILIZAGAQ
ENZIMATICA - MELHORIA NA
ESPECIFICIDADE E CONTROLE
DO PROCESSO

Em alguns casos, a imobilizagdo pode favorecer a orienta-
¢do adequada da enzima, posicionando o sitio ativo de forma mais
acessivel ao substrato e reduzindo a ocorréncia de reagdes secun-
darias ou indesejadas. Isso resulta em maior seletividade e eficiéncia
catalitica, o que é desejavel em processos que envolvem compostos
recalcitrantes ou misturas complexas de poluentes. A imobilizagdo
também pode facilitar o controle da cinética da reagao, permitindo
ajustes mais precisos nas taxas de conversdo e na produtividade
do sistema. Essa vantagem é particularmente relevante quando se
busca a degradagao seletiva de contaminantes prioritarios, como
farmacos, disruptores enddcrinos ou corantes (BIE et al, 2022;
BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).
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VANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - REDUCAO DO RISCO DE
CONTAMINAGAO DO PRODUTO FINAL

Como a enzima imobilizada permanece retida no suporte
durante todo o processo, hd menor risco de contaminagdo do meio
reacional com proteinas sollveis. Essa caracteristica é de grande
importancia em processos de biorremediagao com reaproveitamento
de agua tratada ou em aplicagbes que envolvem a recuperacao de
produtos de interesse. Além disso, a auséncia de enzimas sollveis no
efluente tratado reduz a carga orgénica residual, o que pode evitar
a necessidade de etapas adicionais de filtragdo ou desinfecgéo (BIE
et al, 2022; BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).

VANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - INTEGRACAO COM
TECNOLOGIAS AVANCADAS DE SUPORTE

A imobilizagdo enzimatica pode ser combinada com materiais
avangados, como nanoparticulas magnéticas, polimeros inteligentes,
hidrogéis responsivos a estimulos, e suportes biodegradaveis, possi-
bilitando o desenvolvimento de sistemas multifuncionais de alta per-
formance. Essa integragdo amplia as possibilidades de aplicacdo da
biocatdlise imobilizada em contextos ambientais complexos, como a
remediacao /n situ de solos e a descontaminagao de dguas subterra-
neas. A versatilidade desses suportes permite modular propriedades
como porosidade, hidrofobicidade, biodegradabilidade e funcionali-
zacgao quimica, conferindo ao sistema maior adaptabilidade (ABDEL-
MAGEED, 2025; SADRAEI; NAGHIB, 2025).
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DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - CUSTO ELEVADO DE
DESENVOLVIMENTO E PRODUGAQ

Uma das principais barreiras a adogdo ampla de enzimas
imobilizadas é o custo inicial elevado. A escolha de suportes apro-
priados, a necessidade de reagentes de acoplamento e as etapas
de ativagdo e funcionalizagdo do material suporte envolvem insu-
mos e técnicas que aumentam o0s custos em comparagdo com o
uso de enzimas livres. Além disso, muitos métodos de imobilizagcdo
requerem equipamentos especializados e mado de obra técnica
qualificada, o que pode inviabilizar a aplicacdo em operacoes de
menor escala ou em locais com infraestrutura limitada, como éareas
de remediagdo remota (KUJAWA et al,, 2021; BOLIVAR; WOODLEY;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).

DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - REDUGAQ DA
ATIVIDADE CATALITICA

Um desafio técnico relevante na imobilizagédo de enzimas ¢ a
possivel perda de atividade enzimética durante ou apds o processo
de imobilizagdo. Essa reducdo pode ocorrer por diferentes razoes,
incluindo: modificagdes estruturais no sitio ativo durante a ligagcao
covalente; bloqueio parcial do acesso ao sitio catalitico; desnatura-
cdo parcial causada por reagentes quimicos agressivos; ou orienta-
¢ado inadequada da enzima no suporte (KHAN et al,, 2021).
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Além disso, a imobilizacdo pode comprometer a mobilidade
da enzima e limitar a difusdo de substratos e produtos, especial-
mente quando suportes porosos ou encapsulamentos densos sédo
utilizados. Como resultado, a taxa de reagdo pode ser significativa-
mente inferior aquela observada para a enzima livre, exigindo ajustes
nas condigdes operacionais para compensar essa perda (BIE et al,,
2022; BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).

DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAQ )
ENZIMATICA - LIMITAGOES DE DIFUSAQ
E TRANSFERENCIA DE MASSA

Em muitos sistemas imobilizados, especialmente aqueles
baseados em particulas porosas, esferas de gel ou cépsulas poli-
meéricas, ha resisténcia a difusdo de substratos e produtos entre
0 meio reacional e o sitio ativo da enzima. Essas limitagdes de
transferéncia de massa podem comprometer a eficiéncia geral do
processo, particularmente quando se trabalha com substratos de
alto peso molecular ou com baixa solubilidade. Em aplicagbes de
biorremediacdo, onde os contaminantes podem estar em forma
particulada, complexada ou diluida em matrizes sdlidas ou aquo-
sas, a difusdo limitada pode ser um fator critico que reduz a taxa de
biodegradacao (IMAM; MARR; MARR, 2021; BOLIVAR; WOODLEY;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022).

Além disso, em sistemas de fluxo continuo, o acimulo de
produtos nas proximidades do biocatalisador pode levar a inibicdo
do sistema, agravando ainda mais o problema (NARAMITTANAKUL
et al, 2021),
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DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - INSTABILIDADE QUIMICA
E MECANICA DE ALGUNS SUPORTES

A escolha do suporte é essencial para a estabilidade do sis-
tema imobilizado. Muitos materiais usados como suporte apresen-
tam fragilidade mecénica, instabilidade quimica ou baixa resisténcia
a variagoes de temperatura, pH e salinidade. Em ambientes de bior-
remediacdo com condi¢des ambientais flutuantes, suportes orgéni-
cos como alginato, carragenana ou alguns hidrogéis podem sofrer
degradagao, lixiviagdo ou colapso estrutural, resultando na liberagao
da enzima ou na perda de eficiéncia catalitica (EKEOCHA et al,, 2021;
REMONATTO et al,, 2022).

Em ambientes contaminados com metais pesados ou sol-
ventes organicos agressivos, suportes inorganicos como silica ou
zedlitas também podem sofrer alteragdes em sua estrutura, compro-
metendo a ancoragem da enzima. A degradacao do suporte nao ape-
nas prejudica o desempenho do biocatalisador, como também pode
gerar subprodutos indesejados no meio (HARTMANN; KOSTROV,
2013; HOMAEI et al.,, 2013).

DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - DIFICULDADE

DE REGENERACAQ DO

SUPORTE E DA ENZIMA

Em sistemas que utilizam ligagao covalente, adsorcéo forte ou
aprisionamento em matrizes densas, a regeneragao do suporte para
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reutilizagdo com uma nova carga enzimatica pode ser impraticavel
ou economicamente invidvel. Muitas vezes, a remocédo da enzima
inativada requer procedimentos agressivos (como uso de solventes,
acidos ou 4lcalis), que danificam o suporte ou deixam residuos que
dificultam sua reativacgdo. Isso implica que, ao final da vida dtil do
sistema, o biocatalisador imobilizado frequentemente é descartado
como um todo, o que reduz a atratividade econdmica da tecnologia
a longo prazo e gera desafios ambientais relacionados a disposigao
final do material. Para processos de biorremediagdo sustentaveis,
seria ideal dispor de suportes regeneraveis ou biodegradaveis, ainda
em desenvolvimento em muitas frentes de pesquisa (HARTMANN;
KOSTROV, 2013; CAVALCANTE et al, 2021).

DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - IMOBILIZACAQ
INADEQUADA OU HETEROGENEA

Outro problema recorrente é a imobilizagao heterogénea, em
que diferentes moléculas de enzima se ligam ao suporte em orienta-
¢Oes e condigdes distintas, gerando um sistema com desempenho
imprevisivel e dificil de padronizar. Isso pode ocorrer por falta de
controle no processo de funcionalizagdo do suporte, por excesso de
reativos de ativagao, ou pela presenca de multiplos sitios reativos na
estrutura da enzima (BIE et al, 2022; GUISAN et al, 2022).

Além disso, a imobilizagdo pode gerar agregagdo de
enzimas ou de suportes, dificultando o acesso dos reagentes e
comprometendo a reprodutibilidade do sistema. Tais problemas
tornam mais dificil a escalabilidade do processo e o seu controle
em ambientes reais de aplicagdo (CAVALCANTE et al, 2021;
GUISAN et al.,, 2022).
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DESVANTAGENS DA IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA - COMPATIBILIDADE
LIMITADA COM ALGUNS TIPOS

DE CONTAMINANTES

Apesar de muitas enzimas imobilizadas apresentarem alta
estabilidade, elas podem ser inativadas por contaminantes especi-
ficos, como metais pesados, solventes organicos clorados ou deter-
gentesindustriais. A imobilizagdo nem sempre confere protegao com-
pleta contra esses inibidores, e em alguns casos, o suporte pode até
concentrar tais substéncias em sua superficie, potencializando sua
acgao toxica sobre a enzima. Em biorremediagdo de ambientes muito
contaminados, é necessdrio um estudo prévio detalhado da matriz
ambiental para garantir que os poluentes presentes nao inativem o
biocatalisador (KHAN et al., 2021; YAASHIKAA; DEVI; KUMAR, 2022).

EXEMPLOS DE ENZIMAS IMOBILIZADAS
E SEU USO NA BIORREMEDIACAO

Conforme ja enfatizamos ao longo deste capitulo, a biorre-
mediagdo baseada no uso de enzimas imobilizadas tem se desta-
cado como uma abordagem inovadora e eficaz para a degradagao
seletiva de poluentes em ambientes contaminados. Diferentemente
dos microrganismos vivos, que podem apresentar limitagdes frente
a condi¢des ambientais adversas ou a presenga de compostos toxi-
cos, as enzimas, especialmente quando imobilizadas, oferecem van-
tagens como especificidade catalitica, maior tolerancia a condigdes
extremas e possibilidade de reaproveitamento (SELLAMI et al.,, 2022;
ABDELHAMID et al, 2024; CONTATO et al, 2024). Nos Ultimos anos,
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uma variedade de enzimas tem sido estudada e aplicada com sucesso
na remediacdo de diferentes classes de contaminantes orgédnicos
e inorganicos. A seguir, sdo apresentados os principais grupos de
enzimas utilizadas, seus mecanismos de agao, tipos de imobilizagao
empregados e substratos alvo.

LACASES

As lacases (EC 110.3.2) sdo enzimas multicobre ampla-
mente distribuidas em fungos lignoliticos (como Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus e Phanerochaete chrysosporium), mas também
encontradas em algumas bactérias e plantas. Elas catalisam a oxida-
¢ao de compostos fendlicos e anilinas, utilizando o oxigénio molecu-
lar como aceitador final de elétrons, gerando dgua como subproduto
(DE ARAUJO et al, 2020; CONTATO et al,, 2020; FREITAS et al,, 2022).

Lacases imobilizadas tém sido aplicadas com sucesso na
degradagao de corantes sintéticos (como azo e antraquinonas), pes-
ticidas fendlicos (como clorofendis), hormonios, farmacos, e outros
poluentes emergentes (ORTOLAN et al, 2024). Sua imobilizagao visa
prolongar a estabilidade em pH &cido, em presencga de solventes
organicos ou salinidade elevada (BRUGNARI et al,, 2018).

Entre os métodos de imobilizagdo de lacases mais utilizados
estdo adsor¢do em carvao ativado, encapsulamento em alginato de
calcio, imobilizagdo covalente em silica funcionalizada, esferas de
quitosana ou suportes magnéticos (BACKES et al,, 2024; ORTOLAN
et al, 2024; UBER et al,, 2025).
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PEROXIDASES

As peroxidases catalisam reacdes de oxidacdo de uma
ampla gama de compostos organicos, utilizando peréxido de hidro-
génio como agente oxidante. Elas apresentam ampla aplicagdo
ambiental devido a sua capacidade de degradar compostos aro-
maticos, fendis, corantes, e até mesmo contaminantes enddcrinos
(SELLAMI et al, 2022).

As peroxidases imobilizadas tém sido aplicadas na oxida-
cado de efluentes industriais contendo fendis, em dguas contami-
nadas por pesticidas (como atrazina), e na remogao de farmacos
em estacdes de tratamento de &guas residuais (MORSI et al, 20271
SELLAMI et al, 2022).

A adsorgao em carvao ativado, ligagdo covalente em silica-gel
modificada com glutaraldeido, encapsulamento em nanoparticulas
ou em membranas poliméricas estdo entre os métodos de imobili-
zagao mais utilizados na imobilizagdo de peroxidases (BIJOY et al,
2022; BILAL et al.,, 2023).

ORGANOFOSFORILASES E ESTERASES

Essas enzimas sdo importantes na degradacao de pesticidas
organofosforados, uma das classes mais utilizadas na agricultura e
frequentemente encontradas em dguas superficiais e subterraneas.
A imobilizagdo dessas enzimas permite sua reutilizagdo em sistemas
de filtracdo ou colunas reativas. Elas sdo utilizadas na degradagao
de pesticidas como malationa, parationa, clorpirifés e diazinona
(MANCO; PORZIO; SUZUMOTO, 2018; WANG et al,, 2025). Esterases
imobilizadas também sao Uteis na quebra de ésteres de ftalatos, utili-
zados como plastificantes em polimeros (LAl et al,, 2023).
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A imobilizagdo covalente em silica ou vidro funcionalizado,
suporte de poliacrilamida, adsorgdo em zirconia ou esferas magné-
ticas sdo os métodos mais empregados (JESIONOWSKI; ZDARTA;
KRAJEWSKA, 2014; BILAL et al,, 2019).

NITRILASES E AMIDASES

Essas enzimas desempenham papel fundamental na con-
versdo de compostos nitrogenados téxicos em formas menos noci-
vas. Sdo empregadas principalmente na transformagao de nitrilas e
amidas presentes em solventes industriais, farmacos e residuos da
industria quimica. Elas atuam na reducao da toxicidade de cianetos,
acrilamidas e nitrilos aromaticos presentes em efluentes industriais
(RIOS-MIGUEL et al.,, 2022; ZHOU; XUE; ZHENG, 2024).

A imobilizacdo delas € feita principalmente em hidrogéis,
ligagdo em suportes celuldsicos funcionalizados, ou incorpo-
racdo em matrizes sol-gel (TOPRAK; TUKEL; YILDIRIM, 2027;
ZHOU; XUE; ZHENG, 2024).

ENZIMAS OXIDATIVAS AUXILIARES

Enzimas como a celobiose desidrogenase e a alcool oxidase,
tém sido estudadas como enzimas auxiliares no contexto da biorre-
mediacao, especialmente quando integradas a sistemas redox com-
plexos. Estas enzimas atuam gerando radicais livres ou perdxidos
que auxiliam na degradacéo oxidativa de contaminantes. Elas com-
plementam a agdo de peroxidases ou lacases, gerando agentes oxi-
dantes in situ; auxiliam na degradagao de residuos lignoceluldsicos
e solventes organicos (ASEMOLOYE et al,, 2021; SINGH et al., 2024).
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Entre os métodos de imobilizacdo empregados estdo a
co-imobilizagdo com outras enzimas em suportes hibridos, encap-
sulamento em matrizes sol-gel ou conjugagao com nanoparticulas
metélicas (LOPEZ-GALLEGO et al, 2007; GUISAN et al,, 2022).

DESAFIOS E PERSPECTIVAS

Apesar dos avancos significativos na aplicagdo de enzimas
imobilizadas na biorremediagao, diversos desafios ainda limitam sua
ampla adogdo em escala industrial. Um dos principais obstéaculos é o
custo elevado associado a imobilizagdo das enzimas, especialmente
quando se requerem suportes especificos ou reagentes de ativagio
quimica. Além disso, a estabilidade da enzima imobilizada pode ser
afetada por variagdes de temperatura, pH ou pela presenga de com-
postos téxicos no ambiente contaminado, o que demanda solugdes
gue aumentem a robustez dos sistemas enziméticos. Outro fator limi-
tante é a regeneragao ou reutilizagao dos suportes imobilizados, que
nem sempre é tecnicamente vidvel, impactando a sustentabilidade
econdmica do processo. Problemas de difusdo de substratos nos
suportes porosos e a inibigdo da atividade enzimética por acimulo
de produtos também podem ocorrer.

Apesar desses desafios, as perspectivas futuras sdo bastante
promissoras. Com os avangos nas areas de nanotecnologia, enge-
nharia de proteinas, biotecnologia de materiais e inteligéncia artificial
aplicada a engenharia enzimatica, novas plataformas estdo sendo
desenvolvidas para otimizar a imobilizacdo e a atividade das enzi-
mas em condi¢des ambientais adversas. Além disso, o reaproveita-
mento de residuos agroindustriais como suportes de imobilizagcdo
abre caminho para abordagens mais sustentdveis e de baixo custo.
A integragao de enzimas imobilizadas em biorreatores continuos e
sistemas hibridos (biofisico-quimicos) também tende a expandir o
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uso dessas biotecnologias na remediacdo de ambientes complexos,
como solos contaminados por mdltiplos poluentes e efluentes indus-
triais heterogéneos. O futuro aponta, portanto, para solugdes mais
eficientes, economicamente vidveis e ambientalmente compativeis.
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RESUMO:

A crescente demanda por solucdes sustentdveis frente a crise
ambiental tem impulsionado o0 uso de enzimas na biorremediacdo. As
peroxidases destacam-se pelo seu alto potencial catalitico, seletividade
e compatibilidade com processos “verdes’ Pertencentes ao grupo das
Oxido-redutases, as peroxidases catalisam reacdes oxidativas utilizando
peroxido de hidrogénio como aceptor de elétrons, sendo eficazes na
degradagdo de diversos xenobidticos. Sdo produzidas por uma ampla
variedade de organismos, incluindo plantas, microrganismos e algas,
cada qual com caracteristicas bioquimicas distintas. Peroxidases vegetais,
como a peroxidase de rabano silvestre (horseradish peroxidase, HRP), sdo
amplamente utilizadas na degradagéo de corantes e fendis, destacando-se
por sua estabilidade térmica e eficiéncia em pHs moderados. J& as
microbianas, como lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP) e peroxidases descolorizantes de corantes (DyPs), apresentam
maior versatilidade, atuando sob condicdes extremas e degradando
compostos complexos, incluindo plasticos, pesticidas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. As peroxidases de algas e microalgas, embora
menos estudadas, demonstram vantagens econdmicas e ecoldgicas,
com capacidade relevante para tratamento de metais pesados. Avangos
em engenharia genética, imobilizagdo enzimética e expressao heteréloga
tém ampliado a aplicabilidade industrial dessas enzimas, aumentando sua
estabilidade e viabilizando seu reuso. Assim, as peroxidases consolidam-se
como ferramentas promissoras para a mitigacdo de poluentes em solos
e Aguas contaminadas, com potencial de aplicagdo em ambientes
com mdltiplos contaminantes. Para a bioquimica ambiental, o estudo e
aplicacdo dessas enzimas representam uma fronteira importante na
busca por tecnologias limpas e eficientes.

Palavras-chave: biorremediacdo, enzimas, peroxidases, poluentes.
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INTRODUCAQ

Diante da crescente degradacdo ambiental causada por
atividades humanas, torna-se urgente o desenvolvimento e a ado-
cdo de novas tecnologias que respeitem os limites ecoldgicos do
planeta. Tecnologias sustentaveis, que minimizem a emissdo de
poluentes, reduzam o consumo de recursos naturais e promovam
a circularidade de materiais, sdo fundamentais para preservar os
ecossistemas e garantir a qualidade de vida das futuras geragdes.
Ao mesmo tempo, é essencial promover a substituicdo progressiva
de tecnologias poluidoras, cujos impactos negativos comprome-
tem a salde ambiental e humana. A transicdo para solugdes mais
limpas e eficientes ndo é apenas uma responsabilidade ética, mas
também uma oportunidade estratégica para impulsionar a inovagao
e a sustentabilidade em escala global. Neste contexto encaixa-se
perfeitamente o uso de enzimas para eliminagcdo de contaminantes
industriais e ambientais.

Dentre as enzimas empregadas com propdsitos de biodegra-
dacéo, as peroxidases tém ganhado bastante atencdo. As peroxida-
ses sdo um grupo de enzimas oxidorredutases que catalisam reagdes
de oxidagao, utilizando o peréxido de hidrogénio (H,O,) ou outros
peréxidos como agentes oxidantes. Essas enzimas atuam sobre uma
ampla variedade de substratos organicos e inorganicos, promovendo
a oxidagao de compostos fendlicos, aromaticos e outros poluentes
complexos. Alguns exemplos de peroxidases estudadas e utilizadas
em biorremediagdo sdo as peroxidases dependentes de manganés
(MnP) e a lignina peroxidase (LiP), abundantes em fungos, a pero-
xidase de raiz forte (HRP) proveniente de vegetais, e as peroxidases
descolorizantes de corantes (DyP) encontradas em bactérias. O
presente capitulo tem o propdsito de apresentar as enzimas peroxi-
dases, onde sé@o encontradas, sua diversidade e discutir aplicacoes
praticas dessas enzimas na biorremediagao de poluentes.
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UMA VISAO GERAL DAS PEROXIDASES

As peroxidases (POD) (EC 1111) pertencem ao grupo das oxidor-
redutases. As peroxidases podem ser hémicas ou ndo hémicas, ou seja,
com ou sem grupo heme em sua estrutura. O grupo heme é um grupo
prostético que possui um dtomo de ferro lll ligado a um anel organico
heterociclico com o nome protoporfirina IX. De acordo com os dados
encontrados na PeroxiBase, 74% das sequéncias de proteinas peroxi-
dases foram identificadas como pertencentes as peroxidases hémicas
e principalmente produzidas por plantas, fungos, bactérias e animais,
sendo que 87% das peroxidases hémicas séo relatadas como de ori-
gem nao animal (PASSARDI et al, 2007a). As peroxidases apresentam
a capacidade de catalisar diversas reacdes oxidativas organicas e inor-
ganicas usando perdxido como substrato, ou, em alguns casos, oxigénio
como um aceptor de hidrogénio, como representado na (Figura 1). Elas
possuem capacidade de catalisar reagcdes como peroxidagdo, oxida-
cao, decomposigdo catalitica e hidroxilagdo (DE OLIVEIRA; SANTOS;
BUFFON, 2021). A classe das peroxidases inclui diferentes enzimas
encontradas em células de mamiferos, algumas plantas e em microrga-
nismos, que serdo exploradas nos préximos tépicos.

Figura 1- Reacdo geral das peroxidases

H,0, + 2RH —**- 2H,0 +R’

As peroxidases vegetais pertencentes a classe lll tem um
papel no metabolismo da parede celular, incluindo lignificagcdo
e suberizagdo, no metabolismo das espécies de oxigénio reativo
(ROS), no metabolismo de auxinas, crescimento de frutas e amadu-
recimento, na defesa contra patégenos, etc. (PRICE; NORSWORTHY,
2013). Peroxidases estdo associadas a diversos processos fisiolégi-
COs como regeneragao e reparagao de tecidos, conexdes-cruzadas
de polissacarideos em paredes celulares, mecanismos de resisténcia
a patdgenos, desintoxicacdo de metais pesados, fungdes durante
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estresse oxidativo, processos do metabolismo celular e reacdes de
biodegradacéo (RIAZ et al,, 2023)

As peroxidases de plantas tém ampla distribui¢ao subcelular,
sendo encontradas no citoplasma ou associadas com as paredes
celulares, membranas, nucleos, mitocondrias e ribossomos (DE
SOUZA ANDRADE; MAEDA, 1998). As peroxidases vegetais sdo
reconhecidas como as enzimas vegetais mais resistentes ao calor, e
sua inativagao tem sido tradicionalmente utilizada como um critério
para avaliar a eficacia do processo de branqueamento em alimentos
vegetais. As enzimas peroxidase e polifenoloxidase sdo responséveis
pelo escurecimento em frutas, vegetais e seus produtos processa-
dos, por isso o controle das atividades destas enzimas é de grande
importancia durante a transformacao dessas matérias-primas para a
obtengdo de produtos processados (CLEMENTE; PASTORE, 1998).
Entre as peroxidases encontradas em plantas encontram-se a ascor-
bato peroxidase, glutationa peroxidase, catalase, guaiacol peroxidase
e tiol peroxidase, todas representadas na Figura 2.

Figura 2 - Principais peroxidases de plantas

Fonte: 0s autores, baseado em BELA; RIYAZUDDIN: CSISZAR, (2022).
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As peroxidases microbianas sdo principalmente de trés
tipos: peroxidase dependente de manganés (Mn peroxidase), lignina
peroxidase e peroxidase versétil. Elas sédo de grande importancia na
degradacéo de xenobidticos gragas as suas propriedades. Estudos
de Zhang et al. (2018) e Barber; Liu; Smith, (2020), reportam que as
peroxidases do tipo dependentes de manganés e lignina peroxidase
possuem capacidade de degradar antibiéticos como ciprofloxacina,
norfloxacina e sulfametoxazol, além de poluentes fendlicos. As pero-
xidases microbianas também desempenham papel importante nas
industrias téxtil, papeleira e alimenticia (TWALA et al,, 2020) e sdo obti-
das de bactérias (Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus, Escherichia coll,
Citrobacter spp., Pseudomonas spp.), cianobactéria (Anabaena spp.),
fungos (Coprinopsi cinerea, Candida krusei, Phanerochaete chryspo-
rium), actinomicetos (Thermobifida fuscal, Streptomyces spp.) e leve-
duras. Assim como as peroxidases de plantas, as peroxidases micro-
bianas podem ser divididas em hémicas e ndo hémicas (Figura 3).

Figura 3 - Principais peroxidases microbianas
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Fonte: os autores, baseado em TWALA et al, (2020).
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Algas e microalgas também séo fontes de peroxidases produ-
zidas com baixo custo. As microalgas tém vdrias vantagens na bior-
remediacdo de metais pesados quando comparado com bactérias e
fungos, por conta da sua tolerancia e alta capacidade de acumulagéo
(LEON-VAZ et al,, 2021). A produgéo de peroxidases em algas e micro-
algas se da pela necessidade de desintoxicagao das espécies reati-
vas de oxigénio (EROs) e preservacao da homeostase celular, através
dos amplos mecanismos protetores. Por estarem no mar, o agente
mais antigo e poderoso para as algas e microalgas se protegerem
das EROs, é o iodeto. Foi demonstrado por Kipper et al. (2008) que
o iodeto se acumula como um agente antioxidante que pode rapida-
mente e ndo enzimaticamente eliminar EROs ou pode agir como um
doador de elétrons para as enzimas haloperoxidases que atuam na
degradacéo de H,0, (HERNANDEZ et al, 2018). Além das halope-
roxidases, a catalase, ascorbato peroxidase e glutationa peroxidase
sdo as mais importantes peroxidases de algas e microalgas. As espé-
cies mais estudadas em termos de suas peroxidases sdo Cladophora
glomerata, Polysiphonia arctica, Fucus distichum (DUMMERMUTH
et al, 2003), Acrosiphonia penicilliformis, Monostroma arcticum,
Chaetomorpha linum, Chaetomorpha melagonium, Devaleraea
ramentacea e Palmaria palmata (AGUILERA et al, 2002),

PEROXIDASES VEGETAIS
EM BIORREMEDIAGAO:
MECANISMOS E APLICAGOES

Por ser responsével pela protegdo antioxidante nas plantas,
quase todas as espécies produzem peroxidases, como Cedrela fisi-
lis, Commiphora gileadensis, Ficus carica, Artocarpus heterophyllus.
As peroxidases também sdo encontradas nos tecidos vegetais
como no bulbo do alho (Allium sativum), tubérculo da batata-doce
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(Iromoea batatas), tubérculo do rabanete (Raphanus sativus) e na
semente do sorgo bicolor (Sorghum bicolor) (HAAS; VAZ; KEMPKA,
2019). Entretanto, em processos de biorremediagdo a mais impor-
tante das peroxidases vegetais é a peroxidase da raiz forte (Armoracia
rusticana) na sua forma purificada (horseradish peroxidase - HRP).

Para degradagdo de compostos aromaticos, as peroxidases
de plantas exibem um mecanismo de agdo comum, que pode ser divi-
dido em 3 passos (Figura 4). De forma geral o processo inicia-se com
a coordenacao do heme férrico com o perdxido. A clivagem hetero-
litica do perdxido coordenado ocorre imediatamente, resultando na
formagao do composto | semiestavel (radical oxiferril porfirina) e uma
molécula de dgua. Na etapa seguinte, o composto | aceita um elétron
de um substrato rico em elétrons e gera o composto Il e um radical
livre do substrato (intermediario oxiferril heme). Na Ultima etapa, o
composto Il é reduzido por uma segunda molécula do substrato, res-
taurando a peroxidase férrica, o radical livre e uma molécula de dgua.

Figura 4 - Reacdes da peroxidase. SP= substrato da peroxidase;
R°= produto de radical livre derivado desse substrato

Fonte: Adaptada de AHSAN et al, (2021).

Embora os mecanismos de agao das peroxidases apresentem
algumas variacdes, eles compartilham caracteristicas envolvendo o
perdxido de hidrogénio (H,O,) como um co-substrato, o estado de des-
canso, e os compostos 0, | e I (KUMAR; CHANDRA, 2020), conforme
demonstrado na Figura 5. Elas conseguem catalisar diversas reagdes
como oxidagao, oxigenacao, peroxidacéo, de hidrogenagao, halogena-
¢ao, desalogenacao, N-dealquilagao, e é através destas reagdes que é
possivel haver a degradagdo dos mais diversos tipos de xenobidticos.
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Figura 5 - Mecanismo geral das peroxidases. LiP= lignina
peroxidase; VP= versatil peroxidase; MnP=M Mn peroxidase
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Fonte: Adaptado de KHAN et al, (2023).

O uso das peroxidases na biorremediagdo é bem amplo.
Gragas a sua estrutura e mecanismos, elas podem degradar diversos
tipos de substancias como as encontradas em efluentes de diferentes
tipos (téxteis, papel, celulose, alimentos), éleos, pesticidas e esgotos.
Podem degradar também HAPs (hidrocarbonetos aromaticos poli-
ciclicos), corantes sintéticos e varios outros xenobidticos (SELLAMI
et al, 2022; BASUMATARY et al,, 2022). Riaz et al. (2023) demonstra-
ram a capacidade de uma peroxidase vegetal proveniente de Citrus
limon na degradagao dos corantes 1847 Colafx Blue e 621 Colafx Blue
R em 83% e 99%, respectivamente, evidenciando a sua capacidade
em tratar de modo eficiente dguas contaminadas. Estudos condu-
zidos com peroxidases de soja verificaram uma remogdo de mais
de 94% das quinolinas 3-hidroxi e 3-aminoquinolina (MASHADI
et al, 2019). Como relatado por Gomes et al. (2022), a peroxidase de
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ascorbato (APX) tem papel central na tolerancia da planta Lemna
minor a amoxicilina e a atividade da catalase (CAT) foi importante
para reduzir o dano oxidativo quando exposta a ciprofloxacina (CIP).
Ambas as enzimas demonstraram significAncia para tolerancia a
eritromicina. A peroxidase de rdbano silvestre (HRP) demonstrou
habilidade em degradar a molécula de aflatoxina B1 (AFB1) e com
técnicas de imobilizagdo efetivadas por Zhou et al. (2019) foi pos-
sivel conciliar a catdlise da enzima com adsorgdo da molécula de
AFB1, assim como possibilitar o reuso da enzima. A imobilizagéo da
peroxidase HRP com métodos de nanoencapsulagdo para biode-
gradagao de compostos fendlicos exibiu aumento na degradagao
das moléculas de fenol, 4-clorofenol, bisfenol A e 4-metoxifenol,
cuja degradacéo pela enzima livre foi de 2,1%, 111%, 21,7% e 47%,
mas de 45,6%; 35,2%, 40,2% e 88.9%, respectivamente, pela enzima
imobilizada. Além disso, a imobilizagdo modificou as propriedades
fisico-quimicas da enzima, melhorando a estabilidade térmica e o
tempo de armazenamento, sem sacrificar a cinética (LIU et al., 2020).

As peroxidases de rabano silvestre (HRP) e de soja e de outras
fontes vegetais tém sido imobilizadas em diferentes suportes, o que
potencializa sua aplicagdo em tratamentos de dguas residuais em
larga escala (HUSAIN; ULBER, 2011; QAYYUM; MAROOF; YASHA,
2009). O desempenho dessas enzimas pode variar conforme o subs-
trato. A peroxidase de rdbano silvestre, por exemplo, apresentou
maior atividade degradadora do azul de bromofenol em comparacgao
com a capacidade de degradacdo do é&cido ferdlico (SILVA et al,
2016). De modo geral, as peroxidases vegetais oferecem uma abor-
dagem ecologicamente correta e eficaz para a biorremediagao de
poluentes orgénicos e podem ser utilizadas no tratamento de dguas
(BASUMATARY et al,, 2022; QAYYUM; MAROOF; YASHA, 2009).
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PEROXIDASES MICROBIANAS
NA BIORREMEDIACAQ

As principais classes de peroxidases produzidas por micror-
ganismos consistem nas enzimas | e Il. As da classe | sdo relaciona-
das ao metabolismo, como as ascorbato peroxidases, peroxidase do
citocromo C de leveduras e as peroxidases-catalases bacterianas,
sendo essas Ultimas utilizadas na eliminagé@o de perdxido de hidro-
génio intracelular (PASSARDI et al., 2007b). As peroxidases da classe
[l sdo mais amplamente empregadas na biorremediacéo. Trata-se de
peroxidases hémicas que incluem as ligninas peroxidases (LIP), as
versateis peroxidases (VPs), a Mn peroxidase (MnPs) e as peroxida-
ses descolorizantes (DyPs) (Figura 5).

Fungos ligninoliticos apresentam um sistema enzimatico
dedicado a degradagéo e utilizagdo da lignina (DE GONZALO et al,
2016) e sdo apontados como os principais fungos filamentosos produ-
tores de peroxidases. A lignina peroxidase (LiP, EC. 111114) é comum
em fungos de degradagao branca e degradacéo parda (SILVA et al,,
2011). A manganés peroxidase (MnP, EC 111113) é limitada a certas
familias de basidiomicetos (Agaricales, Corticiales, Polyporales,
Hymenochaetales) (JANUSZ et al, 2013). As versatil peroxidases
(que podem atuar com ou sem o ion manganés), sdo bem descri-
tas especialmente nos fungos Bjerkandera sp. BOS55, Bjerkandera
sp. (B33/3), B. adusta UAMH 8258, Bjerkandera fumosa, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius, Lepista irina e
Panus tigrinus (HERNANDEZ-BUENO, 2021). Essas peroxidases (LiP
e MnP) desempenham na natureza a tarefa de biodegradadores do
polimero lignina e sdo capazes de alterar a cadeia principal de polime-
ros sintéticos, como o polietileno, tornando-o mais sensivel a quebra
enzimatica por outras enzimas (KHATOON et al., 2016; GHOSH; PAL,
2021; KHATUA; SIMAL-GANDARA; ACHARYA, 2024; TWALA et al,
2020). Enzimas como a lignina peroxidase, a manganés peroxidase
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e a cloroperoxidase tém se mostrado promissoras na degradacéo de
contaminantes tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos (BILAL et al,
2021). Essas enzimas sédo capazes de degradar uma ampla variedade
de poluentes ambientais, incluindo hidrocarbonetos derivados do
petréleo, dioxinas, efluentes de corantes industriais, herbicidas e
pesticidas (TWALA et al, 2020). As peroxidases microbianas tém
demonstrado elevado potencial na degradagdo e mineralizagao
de contaminantes organicos xenobidticos e recalcitrantes (BILAL;
IQBAL, 2020). Também sdo aptas a degradar hidrocarbonetos poli-
ciclicos aromaticos, farmacos, agroquimicos e fendis presentes em
efluentes industriais (BASUMATARY et al,, 2022). Estratégias como
a imobilizacédo enzimatica e a engenharia genética tém contribuido
significativamente para o aumento da estabilidade catalitica e da ati-
vidade desses biocatalisadores, consolidando-as como ferramentas
promissoras para a remediagao ambiental (BILAL; IQBAL, 2020).

Entre bactérias e arqueias hd uma ampla gama de pro-
dutores de peroxidases, como Desulfovibrio vulgaris, Pyrococcus
furiosus, Deinococcus radiodurans. As espécies Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Zymomonas mobilis, Escherichia coli tém
sido estudadas como produtoras peroxidases bacterianas néo clas-
sicas. Ainda ha as produtoras Salmonella typhimurium, Yersinia pes-
tis, Pseudomonas aeruginosa, Nitrosomonas europaea, Paracoccus
pantotrophus, Methylococcus capsulatus, Marinobacter hydrocar-
bonoclasticus, Geobacter sulfurreducens e Shewanella oneidensis
(BARREIRO; OLIVEIRA; PAULETA, 2023).

Peroxidases da descoloragéo de corantes (DyP) (EC. 111119)
pertencem a recém-descoberta superfamilia de peroxidases con-
tendo heme (DyP-tipo peroxidase superfamily (YANG et al, 2019).
De acordo com a estrutura primaria, essas enzimas podem ser cate-
gorizadas nas classes A, B, C e D (Redox-iBase). Esta classificagao,
baseada na estrutura tercidria das enzimas, baseia-se numa relagdo
entre estrutura e fungdo. Uma nova classificagao foi proposta como
primitiva (P, com DYPs da classe B) intermedidria (I, com DyPs da
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classe A) e avangada (V, com DyPs das classes C e D) (SUGANO;
YOSHIDA, 2021). Yoshida; Sugano (2023) relataram subclasses inex-
ploradas (1112, P1, P2 e V4). As DyPs tém recebido atengéo devido a
sua empregabilidade no tratamento de efluentes téxteis e degrada-
cao de outros poluentes tdxicos na inddstria alimenticia e cosmética
(SILVA, et al,, 2023). Vale salientar aqui o arroubo de Sugano; Yoshida
(2021), segundo o qual, as DyPs, quando comparadas com outras
peroxidases, apresentam caracteristicas Unicas que possibilitam que
essas enzimas tenham uma categorizagao prépria e que “Com estu-
dos futuros, o universo das peroxidases DyP revelar-se-a tao difuso e
profundo quanto o préprio cosmos.

Assim como as peroxidases vegetais, as peroxidases micro-
bianas também podem ser empregadas no tratamento de efluentes
de diversas industrias, esgotos e compostos organicos diversos, pois
elas tém a capacidade de degradar e transformar compostos tdxicos
em compostos mais simples. A degradagao de PVC (policloreto de
vinila) foi obtida através do emprego de uma LiP obtida de P. chry-
sosporium reduzindo a massa do material em 31% com experimento
conduzido sob agitacao, confirmando também as modificagdes estru-
turais do material e a deterioragao da superficie do PVC (KHATOON;
JAMAL; ALI, 2019). De acordo com Ugrinova et al. (2024), a peroxidase
extracelular isolada de Bacillus sp., tem a capacidade de descolorir
16 corantes industriais, como a fucsina bdsica, rodamina B, azul de
metileno e verde de malaquita. Foi observada a transformacao bio-
l6gica do herbicida triazina (hexahidro-1,3,3,5- trinitro-1,3,5-triazina)
quando incubado com uma amostra de solo contendo Rhodococcus
sp. (SELLAMI et al.,, 2022). Guo et al. (2019), analisaram a eficécia de
uma LiP obtida de Pichia methanolica que foi extraida e purificada,
posteriormente, imobilizada empregando particulas magnéticas de
silica revestidas com polimero de polidopamina (Fe;0,@SiO,@
PDA), permitindo recuperagao por agdo magnética e possibilitando
0 reuso, quando aplicada na degradacdo de poluentes orgéanicos,
atingiu taxas de degradacéo de 100% para tetraciclina, dibutil ftalato,
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5 clorofenol e fenol e 79%, 73% e 65% para fenantreno, fluoranteno e
benzo(a)pireno respectivamente. Chai et al. (2023) realizaram expe-
rimentos com enzimas imobilizadas em nanotubos de quitosana
modificada (HNTs-CTA), observando melhorias nas condigdes ideais
de pH, temperatura e tempo de armazenamento. A enzima imobili-
zada apresentou eficiéncia superior na remogéo de poluentes, com
taxas de 55,9% para fenantreno e 41,2% para fluoranteno.

OBSERVAGOES FINAIS ACERCA
DAS PEROXIDASES DE VEGETAIS
E MICROBIANAS

Para finalizar, pode-se dizer que, de forma geral, as peroxi-
dases vegetais e microbianas, apresentam alta eficiéncia na degra-
dacdo de diversos xenobidticos. Elas sdo étimas degradadoras de
corantes sintéticos, removedoras de efluentes contaminados com
fendlicos e compostos relacionados, removedoras de quimicos dis-
ruptores enddcrinos, degradadoras de pesticidas bifenilos policlo-
rados, degradadoras de alcanos e alcenos clorados, degradadoras
de fenoxi alcandicos e triazinoherbicidas, degradadoras de dioxinas
cloradas, degradadoras de inseticidas clorados e sdo usadas nas
industrias de papel (BANSAL; KANWAR, 2013). Podemos perce-
ber com base na literatura que ha maior volume de pesquisas com
microrganismos, seguido de vegetais, onde os microrganismos se
destacam quando comparados aos vegetais, principalmente pela
facilidade de producdo enzimatica e manutencdo das cepas. Na
Tabela 1, podemos ver alguns estudos com peroxidases obtidas de
vegetais e microrganismos (fungos e bactérias).
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E possivel observar uma maior diversidade de microrga-
nismos produtores de diferentes tipos de enzimas peroxidases em
comparagao aos vegetais, sendo que a literatura relata que ha maior
volume de estudos de biorremediagdo empregando HRP em vege-
tais e de LiP em fungos. Tanto as enzimas de origem vegetal quanto
as microbianas apresentam atuagéo similar quanto aos poluentes-
-alvo, sendo amplamente relatados na degradacdo de compostos
fendlicos, corantes e poluentes orgénicos.

As diferencas entre os mecanismos de agdo das peroxidases
é sutil. As peroxidases vegetais apresentam maior especificidade,
estabilidade em pH neutro ou &cido, estabilidade em temperatura
moderada (45 °C) e seu principal uso é na degradagao de corantes
e compostos fendlicos. J& as peroxidases microbianas, séo menos
especificas, conseguindo degradar maior variedade de xenobidticos,
tém maior resisténcia a pHs extremos e temperaturas altas (70 °C) e
conseguem atuar sobre xenobidticos mais complexos como HAPs,
pesticidas e residuos de celulose (RAJKUMAR et al,, 2013)

Tabela 1- Estudos empregando peroxidases de origem microbiana
ou vegetal na biodegradacéo de contaminantes

Organismo  Tipo Enzima Contaminantes alvos Ref.
Prosopis Vegetal Peroxidase do rabano Fendis e clorofendis. SINGH et al, 2017
Juliflora silvestre (HRP)

Prosopis ~ Vegetal Peroxidase do rabano Fenol, 3-clorafenol e SINGH et af, 2020
Juliflora silvestre (HRP) misturas de clorofendis.

Amoracia - Vegetal Peroxidase do rabano Corantes “laranja de metila, ~ BILAL et al, 2017
rusticana silvestre (HRP) vermelho basico 9, indigo,
rodamina B, rodamina 66.

Citrus limon — Viegetal — Citrus fimon peroxidase  Corantes 1847 colafx blue e RIAZ et al, 2023
621, colafx blue R.

Bacillussp. ~ Bactéria  Lignina peroxidase (LiP) Biodegradacdodeazulde  PHAM et al, 2022
metileno,
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Organismo  Tipo Enzima Contaminantes alvos Ref.

Ganoderma ~ Fungo  Lignina peroxidase (Li) ~ Descoloracdo e reducdode  SHAHEEN et al, 2017

lucidum toxicidade.
Bacillus Bactéria  Peroxidases extracelulares  Azul Brilhante de Remazol R FALADE ef af, 2019
subtilis (RBBR) e Vermelho do Congo
Pichia Fungo  Lignina peroxidase (LiP) Degradacdo de poluentes GUO et al, 2019
methanolica organicos.
Phanerochaete  Fungo  Lignina peroxidase (LiP) Biodegradacdo defenole ~ VANDANA et af, 2019
chrysosporium vermelho do Congo
Escherichia ~ Bactéria  Peroxidase de descoloragdo  Micotoxina zearalenona QIN et al, 2021
coli de corantes (DyP)

DESAFIOS E PERSPECTIVAS

As peroxidases destacam-se por sua ampla aplicacéo e ele-
vada eficiéncia na degradagao de compostos organicos e inorgani-
cos, atribuidos a sua capacidade de catalisar reagdes de oxirredugao
envolvendo peréxidos como agentes oxidantes. Além disso, essas
enzimas promovem a polimerizagdo de compostos toxicos, contri-
buindo significativamente para a mitigacdo de diversos poluentes
ambientais. Outro aspecto relevante é o seu custo-beneficio, uma
vez que podem ser isoladas a partir de diferentes fontes bioldgicas,
como vegetais, bactérias e fungos, especialmente os lignoliticos e da
podriddo branca, amplamente disponiveis e de facil cultivo. Contudo,
apesar da sua eficacia, a aplicagdo de peroxidases em sistemas
aquosos, como na degradacéo de fendis, é limitada pela sua sus-
cetibilidade a inativacao. Isso ocorre devido a interagao de radicais
livres e produtos oligoméricos ou poliméricos gerados durante a
reacdo com o sitio ativo da enzima, resultando em sua desativagao
(SELLAMI et al, 2022). Tal limitagcdo representa um entrave para
sua aplicagao industrial em processos continuos. Estratégias como
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a imobilizagcdo enzimatica tém sido empregadas com sucesso para
contornar essa limitagéo, proporcionando maior estabilidade opera-
cional e reutilizagdo da enzima. Adicionalmente, a implementagéo
em larga escala das peroxidases enfrenta desafios associados a sua
estabilidade frente a varidveis operacionais, como temperatura, pH
e tempo de armazenamento. Para superar essas restrigdes, aborda-
gens em engenharia enzimética tém sido desenvolvidas visando o
aprimoramento da estabilidade térmica, resisténcia a flutuacdes de
pH e incremento da atividade catalitica.

Paralelamente, técnicas de imobilizagdo tém se mostrado
promissoras, atuando de forma sinérgica para tornar a aplicagdo
industrial destas enzimas mais vidvel (DEVI et al.,, 2021). Essas técni-
cas também sdo amplamente aplicadas as enzimas buscando otimi-
zar sua capacidade catalitica. Em condigdes extremas de pH e tem-
peratura, a imobilizagcdo preserva a enzima da desnaturacdo. Uma
caracteristica gerada por esses métodos propicia a insolubilizagao
gue pode aprimorar caracteristicas mecanicas e bioquimicas, melho-
rando a eficiéncia e a estabilidade do biocatalisador. As enzimas
imobilizadas proporcionam vantagens adicionais como a reducédo
do tempo de reagdo, a minimizagdo de contaminagdes microbianas
e uma facilitada separagéo do meio de reagéo. Esta € sem duvida
a caracteristica mais interessante e (til para a aplicagdo em escala
industrial pois, além de facilitar a separagé@o, também possibilita o
reuso continuo, mesmo que este seja limitado a um certo ndmero
de ciclos (BILAL et al, 2017; BILAL et al,, 2018; SELLAMI et al,, 2021).

Técnicas de DNA recombinante também vém sendo aplica-
das. A producao de LiP em organismos hospedeiros heterogéneos,
por exemplo, foi mais eficiente do que a da forma espécie nativa.
ILIC PURDIC et al. (2021) aferiram a melhoria de degradacéo de
corantes azo utilizando LiP obtidas de mutantes de P. chrysospo-
rium. As mutagdes exibiram afinidade dez vezes maior para com trés
tipos diferentes de corantes (Evans blue, amido black 10B e Guinea
green) aumentando também em 13 vezes sua atividade catalitica.
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Outro estudo, também usando LiP, sé que neste caso obtida de
Phanerochaete chrysosporium e expressa em uma levedura (Cyber-
lindnera jadinii) encontrou uma maior produgao de LiP com um pico
de producéo de 68,52 U/L. (GONG et al,, 2023).

CONCLUSAQ

Ao longo deste capitulo, evidenciou-se uma vasta diversidade
de fontes bioldgicas capazes de produzir peroxidases com potencial
biotecnoldgico significativo. Essas fontes incluem vegetais, algas,
bactérias e fungos, todos capazes de sintetizar enzimas que apre-
sentam aplicagdes promissoras no campo ambiental e industrial.

Quando consideramos fatores como a producdo de baixo
custo, a agilidade do processo de biorremediacdo e a capacidade
de remover poluentes primarios e secundarios, a remediagao enzi-
matica, especialmente aquela conduzida por peroxidases, revela-se
uma abordagem altamente promissora e ecologicamente sustenta-
vel, Essa estratégia representa uma alternativa eficaz para mitigar os
residuos de poluentes recalcitrantes, tanto passados quanto presen-
tes, contribuindo para a preservagao dos ecossistemas.

Além disso, é fundamental destacar o potencial futuro dessas
enzimas. Avancos tecnoldgicos em engenharia genética, engenharia
enzimatica, bioinformatica e o desenvolvimento de novas metodolo-
gias de imobilizagdo ampliam exponencialmente as possibilidades
de sucesso na aplicagdo dessas enzimas. Ainda que seja dificil pre-
ver toda a extensdo do impacto dessas inovagdes, parece provavel
que elas poderdao desempenhar um papel crucial na resolugdo dos
problemas ambientais decorrentes da crescente antropizagéao, aju-
dando a restaurar e proteger os ambientes contaminados.
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RESUMO:

As lacases sdo enzimas multicobre amplamente distribuidas na
natureza, com notdvel capacidade oxidativa sobre compostos fendlicos
e ndo fendlicos. Devido a sua seletividade, uso de oxigénio molecular
como aceptor de elétrons e formacdo de dgua como subproduto, essas
enzimas tém sido cada vez mais exploradas na biorremediacdo de
diversos poluentes. AplicacGes relevantes incluem a degradacdo de
corantes sintéticos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs),
compostos farmacéuticos, fendlicos e microplasticos. A versatilidade da
lacase é ampliada por estratégias como imobilizagdo enzimatica, uso de
mediadores redox e engenharia genética para producao de recombinantes.
Este capitulo aborda os mecanismos de agdo, aplicacdes praticas e 0s
avangos tecnoldgicos que viabilizam o uso industrial das lacases, além
dos desafios que, todavia, persistem na transicdo do uso laboratorial para
escalas comerciais.

Palavras-chave: biorremediacdo enzimatica; compostos xenobidticos;
lacases; poluentes organicos
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INTRODUCAQ

As lacases foram descobertas no final do século XIX. A pri-
meira descri¢cdo dessa enzima foi feita em 1896 pelo boténico fran-
cés Gabriel Bertrand, que a isolou do latex da arvore japonesa Rhus
vernicifera (arvore da laca). Bertrand observou que o latex dessa
&rvore oxidava compostos fendlicos, e atribuiu essa atividade a uma
enzima gue ele chamou de /accase (derivado de “lacca” em francés).
Desde entdo, as lacases foram encontradas em diversos organismos,
incluindo fungos (especialmente fungos ligninoliticos, como os basi-
diomicetos), plantas, insetos e bactérias. Essas enzimas pertencem
a familia das oxidorredutases multicobre e sdo conhecidas por oxi-
dar compostos fendlicos e arométicos com a redugéo simultanea
do oxigénio molecular a dgua. Em 1993, foram identificadas em
bactérias pela primeira vez, com a lacase bacteriana sendo isolada
em Azospirillum lipoferum (AHMAD et al, 2025; KYOMUHIMBO;
BRINK, 2023; UR RAHMAN et al, 2024). Mais recentemente foi
identificada uma lacase originada de subprodutos da industria de
criacdo de camaréao (Litopenaeus vannamei) (DA ROCHA et al,, 2023;
MEKUREYAW et al,, 2024).

Uma lacase é composta por trés dominios de cupredoxina
gue possuem uma estrutura em formato de barril B. Dessa forma,
as lacases diméricas ou tetraméricas apresentam sitios cataliticos
contendo quatro dtomos de cobre (Cu). Esses sitios podem ser clas-
sificados em trés tipos, de acordo com suas propriedades espectros-
copicas e paramagnéticas: Tipo 1 (um atomo de cobre, T1), Tipo 2
(um &tomo de cobre, T2) e Tipo 3 (dois &tomos de cobre, T3) (Figura
1). Resumidamente, o sitio tipo 1(T1) capta os elétrons do substrato; o
sitio tipo 2 (T2), forma um centro trinuclear junto com o sitio tipo 3 g,
finalmente, o sitio tipo 3 (T3), atua na redugao do oxigénio molecular
da molécula da 4gua.
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Figura 1- Esquema do mecanismo catalitico da lacase

As lacases facilitam o acoplamento oxidativo ou a cliva-
gem de ligagbes em moléculas-alvo por meio da oxidagdo de um
elétron, seguido pela geracdo de radicais (AHMAD et al, 2025;
SODHI; BHATIA; BATRA, 2024; UR RAHMAN et al,, 2024). As laca-
ses possuem a capacidade de oxidar uma grande variedade de
compostos fendlicos e nao fendlicos, utilizando O, como receptor
de elétrons. Elas ndo necessitam de cofatores adicionais e geram
apenas agua como subproduto. Além disso, a sua concepgao estru-
tural lIhes confere a capacidade de tolerar as altas concentragdes
de poluentes no meio extracelular (KYOMUHIMBO; BRINK, 2023;
MEKUREYAW et al.,, 2024).

Uma pesquisa no UniProtkB utilizando o termo “lacase”
revelou aproximadamente 7.300 fontes de lacases, incluindo 16 halo-
bactérias (archaea), 6.258 eucariotos e 1.026 bactérias. As sequén-
cias proteicas dessas lacases apresentam variagao de comprimento,
entre 220 e 800 aminodcidos, com peso molecular variando de 50
a 140 kDa. Essas diferengas no tamanho das cadeias de aminoa-
cidos provavelmente influenciam as propriedades cataliticas Unicas
das lacases provenientes de diferentes organismos. Até o momento,
todas as lacases identificadas sdo glicoproteinas monomeéricas,
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diméricas ou tetraméricas. Embora o sitio catalitico seja conser-
vado, hé variagdes no restante da molécula e na fragdo de aglcares
(KYOMUHIMBO; BRINK, 2023; UR RAHMAN et al, 2024).

Com o crescimento acelerado das industrias, o volume de
poluentes gerados e descartados aumentou de maneira significa-
tiva. Diversos pesquisadores tém explorado o uso de lacases, tanto
na forma livre quanto imobilizada para a biorremediagao de vérios
poluentes. A biorremediagdo enzimética utilizando lacases tem sido
vista como uma abordagem promissora, visto que a enzima utiliza
oxigénio molecular como aceptor final de elétrons (UBER et al,
2025). Este capitulo discute as aplicagdes das lacases em processos
de biorremediacdo de compostos poluentes, bem como suas limita-
¢Oes e perspectivas futuras de uso.

APLICACOES DAS LACASES
EM BIORREMEDIAGAQ

O crescimento constante da populacdo e a degradagéo
ambiental decorrente de diversas atividades humanas tém impulsio-
nado iniciativas para alcangar metas de sustentabilidade. A intensifi-
cagao das preocupagdes com a crise energética, a seguranga alimen-
tar, os surtos de doencas, o aquecimento global e outras questdes
ambientais requer uma solugao que seja, simultaneamente, vidvel do
ponto de vista econdmico e sustentavel. Os xenobidticos (do grego
xeno- estranho), sdo compostos quimicos estranhos aos organismos
vivos sendo os pesticidas e hidrocarbonetos arométicos policiclicos
(HAPs) exemplos que representam desafios ambientais significa-
tivos, causando prejuizos tanto aos organismos vivos quanto aos
ecossistemas. Tais substancias sdo consideradas perigosas devido
a sua capacidade de biomagnificagdo na cadeia alimentar e a sua
toxicidade aguda (SINGH et al., 2024).
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Métodos quimicos e fisicos para a eliminagcdo de compostos
xenobidticos, como separagdo por membrana, coagulagédo, ozoni-
zagdo, fotocatalise, floculagdo, oxidagao eletroquimica, sonicacéo,
adsorcdo em carvao ativado, troca ibnica, irradiagdo e processos
de Fenton, sdo onerosos e apresentam risco de poluigdo acidental
(MUSTAFA et al, 2025). Em contrapartida, a biorremediagdo por
meio de enzimas de microalgas, bactérias e fungos surge como uma
alternativa sustentdvel e economicamente vidvel as abordagens fisi-
co-quimicas convencionais, visto que a biodegradagdo enzimatica
consiste na transformagao dos compostos organicos em metabdlitos
menos complexos, processo que pode levar a mineralizagao, isto é, a
completa conversao do composto em H,O, CO, e minerais.

TRATAMENTO DE CORANTES TEXTEIS

Aindustria téxtil tem influenciado recentemente mudancas no
estilo de vida, especialmente por meio de marcas de moda que ado-
tam préticas sustentaveis. Uma tendéncia crescente é o uso ampliado
de tecidos derivados de fibras naturais na produgdo de vestuério.
No entanto, esse setor consome grandes volumes de dgua doce -
cerca de 200 litros por quilo de produto -, resultando na geracdo
de efluentes contendo entre 10% e 15% de corantes. Além disso, os
corantes sintéticos sdo amplamente utilizados em diversos produtos,
com a industria téxtil respondendo por mais de 56% desse consumo.
Os efluentes provenientes dos processos de tingimento apresentam
altas concentragdes de compostos coloridos, levantando preocu-
pacdes ambientais. Pesquisas indicam que o descarte inadequado
desses residuos em corpos d'dgua pode alterar a acidez ou alcali-
nidade, bloguear a penetragéo da luz solar e aumentar a demanda
bioldgica e quimica por oxigénio, além de elevar os niveis de carbono
organico total e modificar a solubilidade de gases. Esses efluentes
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possuem efeitos citotdxicos, genotdxicos e ecotdxicos, impactando
negativamente a salde de plantas, animais e seres humanos, bem
como o crescimento vegetal, a germinagao de sementes e a fertili-
dade do solo. Diante desses riscos, torna-se fundamental reduzir o
impacto dos contaminantes téxteis (MUSTAFA et al,, 2025).

Diversos microrganismos, incluindo fungos, leveduras, bac-
térias, algas e suas enzimas, tém potencial para descolorir corantes
sintéticos sob condigdes ambientais especificas. As cianobactérias,
também conhecidas como algas azul-esverdeadas, séo amplamente
distribuidas na natureza e apresentam grande capacidade para o
tratamento de efluentes industriais e dguas residuais. Algumas espé-
cies, como Anabaena variabilis, Oscillatoria salina, Nostoc muscorum
e Lyngbya majuscula, foram investigadas e comparadas quanto
a sua eficacia na remocgéo de poluentes de efluentes da industria
téxtil, embora a enzima responsével por esse processo ainda nao
tenha sido caracterizada (AFREEN et al, 2017). As lacases bacteria-
nas demonstram alta toleréncia a temperaturas elevadas e amplos
intervalos de pH, além de apresentarem notavel resisténcia a metais,
agentes inibitérios (como EDTA, 4cido citrico, 4cido oxdlico e 4cido
malonico), sais e solventes organicos. Desta forma, uma previsao eco-
némica de produgdo e um gerenciamento pratico do pds-processo
sdo fundamentais, pois os residuos celulares de bactérias aumen-
tam a demanda por essas enzimas no setor industrial (MUSTAFA
et al,, 2025). Devido ao elevado potencial redox das lacases fungicas,
essas enzimas demonstram um expressivo valor biotecnolégico,
sendo empregadas em diversas aplicagbes ambientais, como na
biotransformacao de diversos xenobidticos, incluindo corantes sin-
téticos, produtos farmacéuticos e estrogénios esteroidais. Diversos
estudos relataram a degradacdo de corantes por enzimas lignino-
liticas. Diferentes classes de corantes, como heterociclicos, poli-
méricos, trifenilmetanos, azo, indigo, antraquinonas e ftalocianinas,
foram degradadas por essas enzimas. Mesmo assim, lacases livres
e imobilizadas, com ou sem a associagdao a mediadores naturais ou
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sintéticos, continuam sendo as enzimas ligninoliticas mais utilizadas
nesses estudos (UBER et al, 2022; UBER et al,, 2023). A Tabela 1
lista 0 uso de lacases de diversas fontes na biorremediagdo dos mais
variados tipos de corantes sintéticos em sistemas aquosos.

BIORREMEDIAGAQ DE HIDROCARBONETOS
AROMATICOS POLICICLICOS (HAPS)

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) séo
compostos aromaticos formados por dois ou mais anéis benzénicos
condensados. A Agéncia de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos
(PAE) classifica dezesseis desses compostos como poluentes prio-
ritdrios. Devido & sua hidrofobicidade e baixa volatilidade, os HAPs
permanecem no ambiente por longos periodos.

Tabela 1- Lacases na biorremediacao de corantes sintéticos

Avaliacdo das lacases na biorremediacéo de corantes sintéticos Referéncias
Uma lacase de Serratia marcescens demonstrou elevada atividade de MUSTAFA et al,
descoloragdo do corante téxtil RB-19 (azul reativo 19). 0s metabdlitos 2025

produzidos apds a degradacao demonstraram ser menos toxicos do que o
composto original sem tratamento.

Artigo de revisdo recente que compilou e discutiu o uso de lacases UR RAHMAN e al,
bacterianas no tratamento de diferentes classes de corantes industriais nos 2024
iltimos 10 anos.

Aaplicacao de lacase de Trametes versicolor resultou na degradagéo IANITH et al,
completa de corantes como Amaranto, Tropaeolina 0, Azul Reativo 15 e 2020
Vermelho do Congo.

Uma lacase de Oudemansiella canarii foi utilizada na degradacao do IARK et af, 2019

corante vermelho do Congo (VC). 0s produtos da degradacéo do VC foram
identificados por espectrometria de massas e FTIR. Testes de toxicidade
demonstraram que os produtos da degradacao do VC mostraram menor
toxicidade que o VC
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Avaliacdo das lacases na biorremediacéo de corantes sintéticos Referéncias

Uma lacase de Oudemansiella canarii foi imobilizada pela primeira vezem UBERetal, 2022
agregado enzimético reticulado. Esta preparacao foi capaz de descolorir de

maneira eficiente o corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR). Além disso,

os produtos da degradacao de RBBR pela lacase de 0. canarii foram menos

tdxicos do que o corante original.

Uma lacase de T, versicolor produzida em cultivos utilizando residuos de BACKES et al,
coroa de abacaxi como substrato, foi empregada na descoloragdo do corante 2022
verde malaquita (VM) resultando em uma reducdo significativa de sua

toxicidade apds 12 e 24 horas de tratamento.

Diversas técnicas tém sido aplicadas para sua degradagao,
incluindo oxidagdo do tipo Fenton, lavagem com surfactantes ou
solventes e biodegradacéo. A biorremediagdo é amplamente reco-
nhecida como a principal estratégia para a remocdo de HAPs do
solo, destacando-se pelo baixo custo. No entanto, ao empregar
microrganismos capazes de degradar esses compostos, espera-se
que uma incubagao prolongada seja necessaria tanto em laboratério
quanto em solos contaminados. A manutencdo continua e estavel
de culturas mistas ou cepas puras costuma ser limitada pela neces-
sidade de equipamentos sofisticados e pelo risco de contaminacéo.
O uso de diversos fungos de podridao branca na biorremediacéo de
HAPs ja foi relatado, porém resultou em uma remocgéo incompleta
do poluente. Para superar essa limitagao, o tratamento enzimatico
tem sido adotado como uma estratégia eficiente (CHANG et al,
2016; ZENG et al, 2021).

Diversas bactérias e fungos degradadores de HAPs possuem
oxigenases essenciais para a degradagao aerébica desses compos-
tos. A recalcitrdncia de HAP estd associada ao nimero de anéis
benzénicos condensados. Enquanto bactérias conseguem minera-
lizar eficientemente HAPs com até quatro anéis, os fungos tém a
capacidade de degradar, de forma nao especifica, HAPs de alto peso
molecular (=5 anéis), como o benzo[a]pireno. A biorremediacdo
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baseada em fungos, conhecida como micorremediacao, apresenta
grande potencial para a descontaminagao de solos impactados por
HAPs. Os fungos realizam essa degradagao por meio de duas vias:
uma dependente da monoxigenase intracelular do citocromo P450 e
outra baseada na agdo de enzimas ligninoliticas extracelulares como
a lacase (ZENG et al, 2021).

Um estudo conduzido por Apriceno; Bucci; Girelli (2017)
descreveu o uso da lacase de Trametes versicolor na biorremedia-
cdo do antraceno. Em especial, a toxicidade, carcinogenicidade e
mutagenicidade desse composto, que integra a lista de poluentes
prioritarios da PAE dos EUA, continuam sendo motivo de preocupa-
cao devido a escassez de dados disponiveis. A lacase utilizada nesse
estudo demonstrou a eficiéncia de biorremediagdo do composto,
fornecendo oxidagédo do antraceno para a 9,10-antraquinona, uma
forma menos téxica.

Uma lacase de Pleurotus ostreatus foi utilizada na biorreme-
diagdo de dguas residuais de biorrefinaria lignoceluldsicas conta-
minadas com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e fendlicos.
Kumar et al. (2022), relatam que o tratamento com lacase para reme-
diagdo de uma alta carga de contaminantes mostra claramente que
as concentragdes dos varios HAPs diminuiram em mais de 90% de
seus niveis iniciais. Entre os HAPs estudados, compostos de baixo
peso molecular, como acenafteno, fldor, naftaleno e transformacéao de
fenantreno por lacase, foram iniciados apds as primeiras 24 h. Além
disso, a remediagao continuou sem o uso de um mediador fendlico,
aumentando constantemente ao longo do tempo. Da mesma forma,
compostos de alto peso molecular, como fluoranteno e remediagao
de pireno, foram iniciados apds 72 h de tratamento com lacase,
seguidos por remediagdo de benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno e
criseno apds 168 h de tratamento.
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BIORREMEDIACAQ DE COMPOSTOS
FARMACEUTICAMENTE ATIVOS (PHACS)

Uma nova categoria de poluentes organicos, denominada
compostos farmaceuticamente ativos (PhACs), inclui principalmente
hormonios, antibidticos, antifingicos, antidepressivos, antiepilépti-
cos, medicamentos hipoglicemiantes, analgésicos, betabloqueado-
res e anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs). Esses compostos
sdo amplamente utilizados em diversas areas, como agricultura,
aquicultura, pecudria e saide humana em todo o mundo. No entanto,
a maior parte dos PhACs é eliminada pelos organismos sem sofrer
metabolizacao significativa, o que faz com que grandes quantidades
desses contaminantes acabem sendo langadas no meio ambiente
ou direcionadas para estagdes de tratamento de aguas residuais
(ETARs). Eles tém sido detectados ndo apenas nas dguas residuais
influentes e efluentes, mas também em aguas superficiais — tanto
doces quanto marinhas — e em dguas subterraneas, devido ao lixi-
viamento de efluentes. A presenca de residuos farmacéuticos nos
recursos hidricos tornou-se um sério desafio global para alcancar
a meta de "Agua potavel para todos" O setor farmacéutico mundial
apresentou um crescimento expressivo, com projecdes de atingir
US$ 1,48 trilhdo em 2022, Devido a sua estrutura quimica estdvel, os
PhACs no meio ambiente apresentam alta resisténcia a degradagao,
0 que contribui para sua persisténcia prolongada nos ecossistemas.
Diante desse cendrio desafiador, o uso de tratamento enzimatico
para a remogdo de PhACs da dgua se destaca por suas multiplas
vantagens, como a producao de subprodutos nao téxicos e a adogao
de um processo ambientalmente sustentavel, sendo uma alternativa
vidvel para o tratamento de recursos hidricos (AHMAD et al, 2025;
SINGH et al,, 2025).

168



A acao das lacases na biodegradagdo de compostos farma-
céuticos se restringe as fragdes fendlicas, devido a sua incapacidade
de oxidar diretamente substratos com alto potencial redox. Contudo,
a oxidagao natural de substratos fendlicos - que abrange monofe-
néis, difendis, polifendis, aminofendis, metoxifendis, ascorbato e
aminas aromaéticas - pela lacase, principalmente através da redugao
de quatro elétrons do oxigénio para dgua, possibilita seu uso conso-
lidado em diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Além disso, os siste-
mas mediadores de lacase ampliaram significativamente a variedade
de compostos oxidaveis por essas enzimas, permitindo uma ampla
gama de aplicagdes na degradacdo de contaminantes organicos
residuais (KUMAR; CABANA, 2016).

Um estudo conduzido por Guardado et al. (2021) empregou
uma lacase de T. versicolor imobilizada covalentemente na superficie
de particulas de silica gel para a remogao de compostos farmacéu-
ticos como amoxicilina (AMX), ciprofloxacino (CIP), carbamazepina
(CBZ) e sulfametoxazol (SMX). Nos experimentos, os autores utiliza-
ram mediadores sintéticos com o objetivo de potencializar a remocao
dos farmacos selecionados. Embora parte da eliminacdo observada
tenha resultado da adsorgao ao suporte sélido, a eficacia do sistema
imobilizado enzima-mediador na remocdo dos compostos-alvo foi
particularmente evidente no caso do SMX. Na presenca do mediador
siringaldeido (SYR), foi possivel obter a transformagdo completa do
antibiético SMX em apenas 4 horas de tratamento.

Uma lacase derivada de residuos de cogumelos foi utilizada
na biorremediagdo de ciprofloxacino e norfloxacino, antibiéticos fluo-
roquinolonas de amplo espectro que podem causar efeitos adversos
a saude, como nduseas, vomitos, diarreia, teratogénese e genotoxi-
cidade. A lacase foi extraida de residuos dos substratos utilizados no
cultivo de Pleurotus florida dentro do conceito de economia circular.
Aproximadamente 86% de degradagao do ciprofloxacino (5 ug mL™")
foi alcancada na presenca de ABTS 0,05 mM (4cido 2,2'-azino-
-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) como mediador, enquanto
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norfloxacino atingiu aproximadamente 79% de degradagéo nas mes-
mas condic¢des. O estudo também demonstrou que o uso de lacase
isolada de SMW de PR, florida pode melhorar a qualidade das aguas
residuais, e os produtos degradados tém atividade antibacteriana
residual ndo téxica (GHOSE et al, 2024).

Um estudo de revisdo recente avaliou a remediacdo de
PhACs em matriz aquosa utilizando lacase na degradacgédo de diver-
sos produtos farmacéuticos (AHMAD et al, 2025). Nessa revisdo é
mencionado uma degradacgao de 100% de sulfametoxazol utilizando
lacase livre de Pycnoporus sanguineus, na presenca dos mediado-
res siringaldeido, dcido p-cumarico e ABTS. O trabalho também
menciona a degradacdo quase completa de cetoprofeno e aspirina
realizado pela lacase imobilizada de T. versicolor, e a remogédo com-
pleta de 5 uM de labetalol pela lacase livre de T. versicolor, ambos
utilizando ABTS como mediador.

BIORREMEDIAGAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos representam uma parcela significativa
dos efluentes industriais devido ao seu amplo uso em diversos proces-
sos, como a fabricagdo de plasticos e resinas, preservacao de madeira,
refino de petrdleo, produgdo de papel, corantes, pesticidas, farmacos
e antioxidantes. A maior parte desses compostos ndo é removida da
fracdo liquida nas estagdes de tratamento de aguas residuais, sendo
transferida para o lodo. Além disso, eles ndo sdo degradados pelo lodo
ativado, o que resulta em sua liberagdo no meio ambiente por meio
dos efluentes ou em biossdlidos aplicados na agricultura. Compostos
fendlicos, como clorofendis, nonilfendis, 4-terc-octilfenol e BPAs, séo
desreguladores enddcrinos (EDCs) comumente encontrados. Esses
compostos podem interferir nas fungdes hormonais normais, imitando
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hormoénios naturais, competindo por seus receptores e causando
desequilibrios hormonais significativos, além de representar riscos
a saude. Além disso, durante a biodegradagdo do fenol, podem ser
formados intermediarios ainda mais téxicos, aumentando a toxicidade
para células e tecidos vivos. Assim, a necessidade de degradéa-los ou
transforma-los em substancias biodegradaveis ou ndo téxicas por meio
do uso de enzimas tem despertado grande interesse (KYOMUHIMBO;
BRINK, 2023; PANIGRAHY et al, 2022).

O 2,4-dinitrofenol (2,4- DNP) é utilizado na produgéao de pes-
ticidas, agentes de controle de insetos, corantes e produtos farma-
céuticos. Considerado o poluente tdxico e refratdrio mais relevante
entre os dinitrofendis, sua presenga no meio ambiente pode advir de
diversas fontes, como efluentes industriais ou a degradacéo de pesti-
cidas que o contém, gerando metabdlitos intermediérios. Um estudo
feito por Rahmani e colaboradores (2020), demostrou a eficiéncia de
uma lacase de T. versicolor, tanto na sua forma livre, quanto imobili-
zada em remover 100% do composto 2,4-dinitrofenol de dguas resi-
duais sintéticas apds 6 horas de tratamento. 2,4- DNP é considerado
altamente téxico e possui uma notavel resisténcia a degradacgao.

O bisfenol A (BPA) é um disruptor endécrino reconhecido,
gue traz consigo problemas ambientais, riscos a saide humana e
impactos ecoldgicos. Ele é amplamente empregado como interme-
diario na producao de resinas epdxi e plasticos de policarbonato. Os
métodos mais comuns, como adsorgao, destilagcdo, oxidagdo qui-
mica, extragao e filtragdo, costumam ser pouco eficazes na remogao
desse poluente de meios aquosos. Em contrapartida, a degradagao
enzimatica tem se destacado como uma abordagem promissora,
especialmente com o uso da lacase, reduzindo significativamente
os impactos ambientais (UBER et al, 2025). Um estudo utilizou a
lacase de P. ostreatus e P. pulmonarius para degradacdo de BPA.
Os resultados demostraram que as lacases modificaram significati-
vamente a estrutura do bisfenol A. No entanto, a transformagao desse
composto pela lacase de P, pulmonarius resultou em um aumento da
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toxicidade, tornando seu uso inadequado para biorremediacdo. Em
contraste, a lacase de P, ostreatus mostrou-se eficiente na degrada-
cao do bisfenol A, resultando em uma dréstica redugdo da toxici-
dade, podendo ser considerada uma ferramenta promissora para a
descontaminagéo de materiais ou ambientes afetados por BPA (DE
FREITAS et al,, 2017). Estudos como este destacam a relevancia da
avaliagdo da toxicidade em pesquisas voltadas a biodegradacao do
BPA ou de outros poluentes.

BIORREMEDIACAO DE MICROPLASTICOS

Os micropldsticos sdo particulas de plastico menores que 5
mm, resultantes da degradagado de plasticos maiores ou da utilizagdo
direta de plasticos mintsculos em produtos como cosméticos, deter-
gentes e abrasivos. Estes microplédsticos, compostos principalmente
de polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), e outros
polimeros sintéticos, sdo extremamente dificeis de degradar por pro-
cessos naturais convencionais, dado que sua estrutura quimica é alta-
mente resistente (KYOMUHIMBO; BRINK, 2023; AHMAD et al.,, 2025).

As lacases apresentam grande potencial na biorremediagao
de microplasticos devido a sua habilidade em catalisar reagdes de
oxidagdo em compostos organicos complexos, o que pode levar a
fragmentagao ou modificagdo estrutural dos polimeros. Embora as
lacases ndo sejam capazes de degradar os plasticos diretamente,
elas podem agir sobre grupos funcionais presentes nas superficies
dos microplésticos, como os compostos fendlicos ou os aditivos
presentes nos plasticos, iniciando processos de degradagao. O pro-
cesso de oxidacdo pode, em Ultima analise, enfraquecer as ligagdes
moleculares dos polimeros, promovendo a fragmentagéo ou a modi-
ficagdo que facilita a biodegradabilidade (DE FREITAS et al,, 2017;
GUARDADO et al, 2021).
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A aplicacdo de mediadores redox tem se mostrado eficaz na
amplificacdo da atividade oxidativa de lacases na degradacéo de
micropldsticos. Esses mediadores sdo pequenas moléculas capazes
de facilitar a transferéncia de elétrons entre a enzima e substratos de
dificil oxidagdo. No contexto da degradacdo de plasticos sintéticos,
compostos como acetossiringona e 1-hidroxibenzotriazol (HBT) tém
sido utilizados para viabilizar a oxidagao de estruturas néo fendlicas,
promovendo a formacao de radicais livres que induzem a fragmen-
tagao de polimeros (SODHI; BHATIA; BATRA, 2024; UR RAHMAN
et al, 2024). Atuando como “ponte” entre a lacase e o micropldstico,
os mediadores permitem a atuagdo da enzima sobre grupos aro-
maticos ou fendlicos presentes nas cadeias poliméricas (Figura 2)
(PACHECO; SOARES, 2014).

Dentre os diversos tipos de microplasticos, aqueles que con-
tém estruturas aromaticas ou grupos funcionais suscetiveis a oxida-
cado apresentam maior reatividade frente a agao da lacase. Polimeros
como o poliestireno (PS) e o policarbonato (PC), que possuem
anéis aromaticos em sua estrutura, sdo mais vulneraveis a oxidagao
mediada por lacases, especialmente na presenca de mediadores
adequados. O poliuretano (PU), dependendo da composicao, tam-
bém pode ser degradado parcialmente devido a presenca de grupos
uretanicos suscetiveis a clivagem oxidativa. Ja plasticos mais inertes,
como o polietileno (PE) e o polipropileno (PP), compostos majori-
tariamente por cadeias alifaticas saturadas, tendem a ser menos
reativos. No entanto, modificagdes superficiais desses materiais —
como oxidagao prévia por radiagdo UV, plasma ou agentes quimicos
— podem introduzir grupos carbonilicos e hidroxilicos, aumentando
a suscetibilidade a agdo enzimatica. Esses resultados indicam que a
composicao quimica do micropldstico, bem como a presenca de gru-
pos oxiddveis e 0 uso estratégico de mediadores redox, sdo fatores
determinantes na eficiéncia da degradagéao por lacases.
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Figura 2 - Esquema da reacdo de oxidagao de
microplasticos com lacase e mediadores redox

CINETICA ENZIMATICA E FATORES QUE
INFLUENCIAM NA EFICIENCIA DA LACASE
EM PROCESSOS DE BIORREMEDIAGCAQ

A cinética enzimatica da lacase envolve a descricdo de como
essa enzima catalisa reagdes de oxidacgdo, geralmente de compostos
fendlicos, na presenca de oxigénio molecular. A lacase (EC 110.3.2)
é uma oxidorredutase multicobre que oxida substratos doadores de
elétrons e reduz O, a H,O, sem a necessidade de cofatores adicionais.

A atividade da lacase geralmente segue a equacdo
de Michaelis-Menten:

V. [S]
K, +[S]
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Onde v é velocidade de reacdo, [S] a concentragdo do
substrato, V__ a velocidade maxima de reagéo e K_ a constante de
Michaelis (concentragao de substrato que gera metade da velocidade
maxima). Valores baixos de K indicam alta afinidade pelo substrato.
A lacase pode apresentar diferentes K_e V__ dependendo do subs-
trato fendlico, pH, temperatura, fonte da enzima (fungos, bactérias,
plantas) e da presenca de mediadores redox. Em substratos de alta
massa molecular ou com baixa reatividade, mediadores redox (ex:
ABTS, HBT) sdo usados para ampliar o espectro de a¢édo da lacase.
A cinética, nesse caso, torna-se mais complexa e pode envolver mul-
tiplos equilibrios e etapas de transferéncia de elétrons.

Além disso, a atividade das lacases na biorremediacéo de
diferentes tipos de contaminantes, é influenciada por alguns fatores
fisico-quimicos que estao listados e brevemente comentados a seguir.

a) pH - O pH é um dos principais fatores que afetam a esta-
bilidade e atividade das lacases. A faixa de pH étimo varia conforme
o tipo de lacase utilizada, mas geralmente as lacases apresentam
atividade ideal em pH &cido (entre 3,0 e 5,0). Alteragcdes no pH
podem alterar a ionizagdo dos grupos funcionais, afetando a intera-
¢do da enzima com os substratos e a velocidade de degradacao (DE
FREITAS et al,, 2017).

b) Temperatura - A temperatura também influencia a efici-
éncia das lacases. Embora cada uma delas tenha uma temperatura
6tima de atividade, temperaturas muito altas podem provocar des-
naturacao e reduzir a eficiéncia catalitica. Para lacases utilizadas em
biorremediacéo, temperaturas entre 40 °C e 60 °C sdo geralmente
ideais, mas a estabilidade térmica pode ser um fator limitante para
aplicagOes industriais em larga escala. A imobilizagédo de lacases ou o
uso de lacases termofilicas podem melhorar a eficiéncia em tempera-
turas mais altas (KYOMUHIMBO; BRINK, 2023; AHMAD et al., 2025).

175



c) Cofatores eions metalicos - Os cofatores, particularmente
0 cobre, sdo essenciais para a atividade das lacases. Além disso,
a presenga de outros fons metdlicos pode afetar sua estabilidade.
Experimentos demonstram que lacases imobilizadas em suportes
como silica ou polimeros podem ter sua atividade melhorada na
biorremediagao, devido a interacdo do suporte com os cofatores e
ions metdlicos (GUARDADO et al,, 2021).

ESTRATEGIAS DE MELHORADA
EFICIENCIA DAS LACASES - IMOBILIZAGAO
ENZIMATICA E SISTEMAS DE SUPORTE

Apesar do uso de lacases em processos de biorremediagao ser
bastante vantajoso, principalmente do ponto de vista ambiental, as apli-
cacdes industriais frequentemente enfrentam limitacdes associadas a
algumas desvantagens, tais como: (1) os elevados custos de separagao
e purificagao, (2) a suscetibilidade a desativagdo em ambientes hostis ou
nao naturais, e (3) a dificuldade de recuperagao apds a catélise, uma vez
gue, ao contrério dos catalisadores quimicos heterogéneos, a maioria
das enzimas dissolve facilmente em meios aquosos (BRUGNARI et al,,
2020). A imobilizagdo enzimética busca contornar essas limitagdes ao
mimetizar a forma como as enzimas atuam naturalmente em células
vivas, onde geralmente estéo associadas a organelas, membranas e ao
citoesqueleto. Esse processo aumenta a estabilidade da enzima, restrin-
gindo mudangas conformacionais drésticas e conferindo propriedades
vantajosas, como maior resisténcia a variagdes de temperatura e pH,
aumento da atividade catalitica, prolongamento da meia-vida, possibili-
dade de uso em diferentes configuragdes de biorreatores, facilidade de
separacgao do meio reacional e reutilizagdo por periodos prolongados,
0 que, por sua vez, reduz os custos operacionais em escala industrial
(KYOMUHIMBO; BRINK, 2023).
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As técnicas de imobilizacdo de lacases tém se mostrado efi-
cazes na melhoria de suas estabilidades e das atividades cataliticas.
A adsorgédo de uma lacase em nanotubos de carbono de paredes
multiplas, por exemplo, resultou em maior estabilidade durante o
armazenamento, mantendo o desempenho catalitico apds mdltiplos
ciclos de uso (TAVARES et al, 2015). Da mesma forma, nanoparti-
culas magnéticas de polidopamina funcionalizadas com liquidos
idnicos proporcionaram uma superficie biocompativel para a imobi-
lizagdo da enzima, promovendo maior resisténcia térmica e estabili-
dade frente ao pH, com retencédo de 80% da atividade a 50 °C e 65%
apods 30 dias de armazenamento (ZHANG et al,, 2024). Além disso,
uma lacase imobilizada em nanoparticulas de silica (SiO,) ativadas
por glutaraldeido apresentou estabilidade térmica significativamente
superior a da enzima livre, com meias-vidas de 11 a 18 vezes maio-
res na faixa de 50-60 °C e retengdo de 82,6% da atividade apds 10
ciclos de reutilizagdo (PATEL et al, 2014). Embora a imobilizagéo
possa alterar levemente os pardmetros ideais de pH e temperatura,
ela tende a melhorar substancialmente a estabilidade operacional, a
possibilidade de reutilizagéo e a eficiéncia da enzima em aplicagdes
como a degradacao de poluentes e processos industriais diversos.

ENGENHARIA GENETICA PARA
A PRODUCAO DE LACASESE
APLICACOES EM BIORREMEDIACAO

A produgao natural de lacases por fungos e bactérias € fre-
quentemente limitada por baixos rendimentos e pela complexidade
das condic¢des de cultivo. Para superar essas restricdes, a engenha-
ria genética tem sido amplamente utilizada por meio da expressédo
heterdloga em sistemas microbianos. Leveduras como Pichia pas-
toris e Saccharomyces cerevisiae destacam-se como hospedeiros

177



eficientes para a producao recombinante de lacases, principalmente
por sua capacidade de realizar modificagdes pds-traducionais, como
a glicosilagéo. P. pastoris, em particular, ¢ amplamente empregada
devido a sua elevada densidade celular e a secregao eficiente da
enzima (MA et al,, 2017). Bactérias como Escherichia coli, embora ndo
realizem glicosilagao, oferecem vantagens como crescimento rapido
e producao em larga escala. Estratégias de engenharia, como a fusao
da lacase a tags de solubilidade (por exemplo, TrxA e MBP), tém sido
utilizadas para melhorar a expressao e a funcionalidade da enzima
recombinante (LI et al, 2024). Além disso, modificacdes genéticas
visando a superexpressao de lacases nativas ou a delecdo de genes
reguladores negativos tém contribuido para o aumento significativo
da producéo enzimética (ZHANG et al,, 2024).

Sistemas de expresséao flingica também tém sido explorados
como alternativa promissora para a produgao de lacases. Balcazar-
Lépez et al. (2016) relataram a expressdao bem-sucedida da lacase
de Trametes sanguineus em Trichoderma atroviride, com secregéo
eficiente e propriedades cataliticas compardveis as da enzima nativa.
Os autores observaram um aumento de 35% na remogao de com-
postos fendlicos na presenca de glicose, além de taxas de desco-
loragdo de 677% para Azul de Bromofenol e 18,0% para Vermelho
Congo. A enzima recombinante também apresentou alta eficiéncia
na degradagao de hidrocarbonetos arométicos policiclicos, alcan-
cando indices entre 97% e 99%. Sistemas de expressdo em levedura
também tém demonstrado resultados promissores na produgado de
lacases recombinantes. Theerachat et al. (2012) utilizaram Pichia
pastoris para a clonagem e expressao da lacase Lcc7, a qual apre-
sentou desempenho superior em relagdo a enzima de referéncia.
A Lcc7 exibiu eficiéncia catalitica trés vezes maior, temperatura de
fusdo 10 °C mais elevada, meia-vida prolongada a 50 °C (aumento de
mais de 110 minutos), atividade especifica de 11 U/mg e capacidade
de degradar até 70% de antraceno.
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USO DE MEDIADORES REDOX
SINTETICOS E NATURAIS

Como discutido ao longo deste capitulo, as lacases sdo capa-
zes de catalisar a oxidagé@o ndo especifica de uma ampla variedade
de substratos. No entanto, seu potencial redox, que varia entre 0,5
e 0,8V, é inferior ao das peroxidases (11 a 1,26 V), o que pode limi-
tar sua atuacdo sobre determinados compostos. Para superar essa
limitacdo, diversos estudos tém demonstrado a eficacia do uso de
sistemas mediadores redox. Nessa abordagem, compostos fendli-
cos atuam como mediadores, facilitando a transferéncia de elétrons
entre a lacase e o poluente alvo (Figura 3). Essa mediacéo aprimora
a eficiéncia da reacao oxidativa, podendo elevar as taxas de degra-
dagéo em até 80%, dependendo do sistema utilizado (HERMOSILLA
et al, 2025). Chen; Meng (2025) ressaltam a importancia da selegao
adequada do mediador, fator essencial para maximizar a eficiéncia
da lacase na remogéao de poluentes organicos. Entre os mediadores
sintéticos mais utilizados destacam-se o 2,2"-azino-bis(3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e o 1-hidroxibenzotriazol (HBT), ambos
com comprovada capacidade de promover a oxidagado de compostos
recalcitrantes, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs),
ciprofloxacino, bisfenol A e pentaclorofenol, por meio de mecanismos
de transferéncia eletrénica (TE) ou transferéncia de atomos de hidro-
génio (TAH). Alternativamente, mediadores naturais como vanilina
(VAN), acetosiringona (AS) e acido p-cumarico (PCA) tém demons-
trado eficacia na oxidagdo de corantes recalcitrantes, oferecendo
uma abordagem mais sustentavel e ambientalmente amigével.

Uma lacase comercial de Agaricus bisporus foi utilizada para
degradagéo de ftalato de din-n-butila (DBP - 99% de pureza) na
presenca de mediadores redox {azino-bis[acido 3-etilbenzotiazoli-
no-6-sulfénico] (ABTS), 1-hidroxibenzotriazol (HBT) e siringaldeido
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(SYR). Bankole et al. (2023) relataram que a degradagao de dibutilf-
talato (DBP) utilizando apenas lacase resultou em uma eficiéncia de
21%. No entanto, a adigdo de um mediador elevou a taxa de remogao
para 98,85%. Em experimentos preliminares de triagem com dife-
rentes mediadores, o siringaldeido (SYR) demonstrou maior eficacia
na remogao de DBP em comparacgao ao 1-hidroxibenzotriazol (HBT)
e ao ABTS, indicando seu papel mais relevante no sistema reacio-
nal. Estudos de fitotoxicidade utilizando Lens culinaris e Sorghum
bicolor revelaram que houve uma redugdo de 91% da toxicidade
do meio de tratamento.

Figura 3 - Esquema representando os mecanismos da oxidacao

catalisada pelas lacases por mecanismo direto sem o uso de
mediadores (A) e com a adi¢do de mediadores (B).
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DESAFIOS E PERSPECTIVAS

Apesar dos avancos significativos no uso de lacases para fins
ambientais, diversos desafios técnicos e operacionais ainda limitam
sua aplicagéo plena, conforme explicitado abaixo.

Estabilidade em condigées ambientais adversas -
Flutuagbes de pH, temperatura e presenca de inibidores podem
comprometer a atividade catalitica das lacases em ambientes
naturais ou industriais.

Escalabilidade e reaproveitamento - A reutilizacdo da
enzima e sua integragdo eficiente em sistemas continuos ainda
requerem desenvolvimento de suportes e biorreatores otimizados.

Baixo rendimento de producdo natural - A obten-
cdo de lacases em quantidades viaveis economicamente ainda
depende de melhorias em sistemas de expressao heteréloga, como
leveduras e bactérias.

Desenvolvimento de mediadores mais seguros e susten-
taveis - A busca por mediadores redox naturais, com menor impacto
ambiental e custo reduzido, é essencial para tornar a tecnologia
mais verde e acessivel.

Anélise de subprodutos de degradacgéao - Estudos toxicol6-
gicos mais aprofundados dos compostos gerados sdo fundamentais
para garantir a eficacia e seguranca da biorremediacao.

Integragdo com tecnologias de tratamento de aguas resi-
duais - As lacases precisam ser compatibilizadas com as demandas
de estagOes de tratamento e processos hibridos, aliando eficién-
cia e custo-beneficio.

As perspectivas incluem o uso de ferramentas de biologia
sintética para a construgdo de enzimas mais robustas e o desenvolvi-
mento de sistemas de biorremediagcdo modulares e inteligentes, capa-
zes de responder dinamicamente a presencga de poluentes especificos.
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CONCLUSAQ

O uso das lacases desponta como uma biotecnologia promis-
sora para o enfrentamento da poluicdo ambiental, oferecendo uma
alternativa verde e eficaz aos métodos convencionais de tratamento
de residuos. A ampla gama de substratos oxidaveis das lacases em
geral, aliada a possibilidade de produgédo recombinante e imobiliza-
cao, amplia consideravelmente o campo de aplicagdo. No entanto,
a implementagdo em escala real ainda demanda a superagédo de
obstaculos técnicos relacionados a estabilidade, eficiéncia e segu-
rancga. A continuidade das pesquisas em engenharia de proteinas,
desenvolvimento de mediadores ecoldgicos e sistemas reacionais
inovadores serd determinante para consolidar o papel das lacases
como agentes cataliticos centrais em processos de biorremediagao
e sustentabilidade ambiental.
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RESUMO:

A superfamilia citocromo P450 (CYP450s) de enzimas heme-tiolato
estd envolvida no metabolismo de compostos xenobidticos, incluindo
medicamentos, pesticidas e poluentes ambientais. As potenciais
aplicacdes de biorremediacdo dos CYP450s sdo revisadas neste capitulo
devido ao seu papel na catélise de reacdes de oxidacdo, reducdo e
desalogenacdo de poluentes, que, em (ltima analise, convertem esses
produtos quimicos persistentes em derivados menos txicos ou mais
biodegradaveis. 0s CYP450s sdo versateis e podem ser encontrados
em bactérias, fungos, plantas e algas, com potenciais aplicagbes na
desintoxicagdo de ambientes contaminados (solo ou dgua). No entanto,
as limitagdes de baixa eficiéncia catalitica, a dependéncia de cofator
(NADPH) e a instabilidade enzimatica dificultam sua aplicagéo industrial.
Estratégias para superar essas limitagdes, como engenharia de proteinas,
imobilizagdo em nanomateriais e sistemas hibridos, sdo revisadas.
Além disso, avangos em IA e biologia sintética permitem um ajuste fino
da atividade e especificidade da enzima. O capitulo também analisa
tendéncias recentes, como a fusdo dos CYP450s com outras tecnologias
de remediacao, sugerindo que essas abordagens podem ser usadas para
a sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Biorremediacao, Citocromo P450, Engenharia de proteinas,
Metabolismo de xenobitticos, Nanomateriais, Poluentes organicos.
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INTRODUCAQ

Citocromo P450 (CYP450: abreviagédo do inglés Cytochrome
P450), uma grande superfamilia de enzimas heme-tiolate, desem-
penha papéis fundamentais na biotransformagdo metabdlica de
compostos xenobidticos, incluindo medicamentos, toxinas e hormo-
nios (GUENGERICH, 2018). Sua estrutura primaria consiste em um
Unico polipeptideo que se liga a um grupo heme essencial. O heme
é um complexo de ferro-protoporfirina IX, com o ferro coordenado
a quatro dtomos de nitrogénio da porfirina e a uma cisteina da pro-
teina em uma ligagdo tiolato essencial para sua atividade catalitica
(GUENGERICH; ISIN, 2007). O sitio ativo da enzima, onde ocorrem as
reacdes de oxidagao, é altamente conservado e hidrofébico, permi-
tindo assim a ligagé@o de substratos lipofilicos (BERNHARDT, 2006).

A estrutura tridimensional (3D) dos CYP450s é um padrdo
multi-helicoidal dobrado, compartilhado entre diferentes isofor-
mas da enzima (LI et al, 2020). Essas isoformas sdo geradas por
genes diferentes e apresentam diferencas na sequéncia primaria,
fazendo com que difiram em especificidades para com o substrato
em diferentes tecidos e espécies (BERNHARDT; URLACHER, 2014).
Os CYP450s constituem uma superfamilia de enzimas responsa-
vel pelo metabolismo de uma ampla gama de substancias, como
medicamentos, toxinas ou compostos enddégenos (CHAKRABORTY
et al, 2023). A principal reacao catalisada pelos CYP450s é a ativi-
dade de oxigenase, na qual um atomo de oxigénio do O, é inserido
na molécula do substrato e o segundo dtomo é removido como
dgua (GUENGERICH, 2018).

A reacgao geral pode ser representada (Figura 1), de acordo
com GUENGERICH (1996), da seguinte forma:

RH + O, + NADPH + H*-> ROH + H,O + NADP*
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Onde, RH representa o substrato organico, NADPH a
forma reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (que
atua como doador de elétrons), NADP* a forma oxidada, e ROH o
produto hidroxilado.

Figura 1- Mecanismo catalitico geral: representacéo
esquematica da interacdo CYP450-substrato

O ciclo catalitico requer a ativagdo do oxigénio molecular,
gerando intermedidrios reativos responsaveis pela oxidagdo do subs-
trato (GUENGERICH; ISIN, 2007). Para isso, a enzima depende da redu-
tase de CYP450, que doa elétrons do NADPH para o ferro do heme,
permitindo a redugédo/ativagdo do oxigénio. Este modo de agéo torna
o CYP450 muito apropriado para a oxidagao de uma ampla variedade
de estruturas organicas, entre as quais se incluem muitos compostos
com significado farmacoldgico e toxicoldgico (GUENGERICH, 2018).

Os efeitos dos poluentes em ecossistemas aquaticos e
terrestres incluem toxicidade crbnica, bioacumulagéo e disrupgao
enddcrina, exigindo urgentemente solugbes baseadas em enzimas
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(LI et al, 2023). Portanto, a biorremediacdo mediada por CYP450s
pode ser considerada uma abordagem promissora para remediar a
poluicdo ambiental, sendo um processo eficiente e sustentavel para
degradar ou transformar poluentes em compostos menos nocivos,
além de ser uma escolha mais limpa em comparagdo com métodos
de descontaminagéo tradicionais, incluindo incineracéo e tratamento
quimico (KUMAR e KAPUR, 2016). A familia de enzimas CYP450 é de
particular interesse devido a sua capacidade de degradar uma varie-
dade de xenobidticos, como pesticidas, hidrocarbonetos e produtos
farmacéuticos, com o potencial de gerar riscos significativos para os
ecossistemas (GUENGERICH, 2018).

A biorremediag@o mediada pelos CYP450s tem muitas van-
tagens sobre métodos fisicos e quimicos, incluindo baixo custo ope-
racional, baixa geragao de residuos secundérios, menor dano ao solo
e regido e a flexibilidade de usar a técnica in situ, o que minimiza o
risco ambiental associado a locais altamente contaminados (YANG
et al, 2024). A poluigdo por xenobidticos, incluindo organoclorados
e hidrocarbonetos, levou a perturbagdes ecolégicas e afetou o equi-
librio da biodiversidade e a saide humana (CHENG et al, 2022).
Sendo estruturalmente complexos, esses compostos ndo sdo pron-
tamente biodegradaveis mas podem ser degradados e hidroxilados
pelos CYP450s em produtos de maior solubilidade e biodegradabili-
dade (BERNHARDT, 2006).

ESTRUTURA GERAL DOS CYP450S

CYP450 é uma proteina formada por uma Unica cadeia
polipeptidica contendo heme como grupo prostético. Conforme ja
mencionado acima, este Ultimo é uma ferroprotoporfirina IX que é
coordenada com o ferro pelos quatro nitrogénios do anel de porfi-
rina (GUENGERICH; ISIN, 2007). O centro catalitico (Figura 2B) da

191



enzima é o préprio heme, no qual o ferro esta ligado a uma das cis-
teinas da proteina através de uma ligacao tiolato. Isso é uma carac-
teristica distintiva da enzima, bem como uma condigéo critica para a
catdlise (GUENGERICH, 2018).

A proteina é dividida estruturalmente em dominios, sendo a
regiao do heme responsével pela ligacdo do substrato a redutase de
CYP450 para fornecer os elétrons necessdrios para a reacdo catali-
tica (BERNHARDT; URLACHER, 2014). Os CYP450s compreendem
vdrias isoformas, que sdo diferenciadas entre si com base na espe-
cificidade para com o substrato (que varia de tecido para tecido), e
gue sdo codificadas por diferentes genes. As diferentes estruturas
primarias levam naturalmente a diversas estruturas secundarias e
tercidrias (CHAKRABORTY et al,, 2023).

A enzima possui uma estrutura tridimensional caracteris-
tica (Figura 2A), que é bem conservada entre as isoformas e tem
um dobramento bem definido com alfa-hélices e folhas beta, bem
como uma cavidade hidrofdbica no sitio ativo adequada para inte-
ragdes com substratos lipofilicos (Li et al, 2020). Os CYP450s tam-
bém podem atuar em associagcdo com outras proteinas, como a ja
mencionada redutase de CYP450, proteina que ajuda a transferir o
elétron do NADPH para a enzima, causando a redugao do ferro e a
ativacdo do oxigénio (URLACHER; GIRHARD, 2019). Sua expressao
e atividade sdo moduladas por hormdnios, citocinas, substratos e
indutores enzimaticos (YANG et al.,, 2024).

Devido aos efeitos deletérios dos poluentes sobre os ecos-
sistemas aqudticos e terrestres, incluindo toxicidade crbnica, bioa-
cumulagéo e desregulagdo enddcrina, solugdes impulsionadas por
enzimas sdo urgentemente necessarias (KUMAR; KAPUR, 2016).
Assim, a eliminacdo de contaminantes via biorremediacdo mediada
por CYP450 pode ser vista como um meio promissor para mitigar
a poluicdo ambiental, jd que € um método eficaz e sustentavel no
qual os poluentes sdo degradados ou transformados em substancias
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menos toxicas. Além disto trata-se, ao menos em principio, de um
processo mais limpo em comparacdo com os métodos tradicionais
de descontaminagéo, como a incineragao e os tratamentos quimi-
cos (BEHRENDORFF, 2021). Especialmente, a familia de enzimas
CYP450 é um alvo atraente para o design de inibidores, pois degrada
inUmeros xenobidticos (por exemplo: pesticidas, hidrocarbonetos e
produtos farmacéuticos) que podem ser de grande preocupacao
para os ecossistemas (GUENGERICH, 2018).

Figura 2 - Estrutura e mecanismo catalitico da enzima citocromo P450: (A) estrutura
3D do CYP450 e seu dominio contendo grupo heme (PDB: protein data bank -
acessado em 10 de maio de 2025); (B) Mecanismo catalitico das enzimas do CYP450

Fonte: adaptado de LI et al. (2020),

Conforme ja mencionado, aestruturatridimensional daenzima
(Figura 2A) é bem conservada entre as isoformas, apresentando uma
dobra caracteristica com hélices alfa e folhas beta, além de um sitio
ativo hidrofdbico que favorece interagdes com substratos lipofilicos
(LI et al,, 2020). Além disso, o CYP450 frequentemente interage com
outras proteinas, como a redutase do CYP450, que facilita a transfe-
réncia de elétrons do NADPH para a enzima, permitindo a reducao
do ferro e a ativagdo do oxigénio (URLACHER; GIRHARD, 2019).
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Ainda, sua expressdo e atividade sdo reguladas por hormdnios,
citocinas, substratos e indutores enzimaticos, e estao presentes nos
mais diversos organismos (YANG et al.,, 2024).

A diversidade de CYP450s em varios grupos taxondémicos,
como bactérias, fungos e plantas, estad resumida na Tabela 1, que mos-
tra o nimero de sequéncias de CYP450s atualmente conhecidas e o
nuimero de familias CYP em cada tdxon. Como algumas familias estdo
presentes em mais de um taxon, o nimero total de 2.252 familias CYP
€ menor do que a soma dos taxons. Mais de 41 mil sequéncias ja foram
nomeadas. No total, quase 350 mil sequéncias foram extraidas de vérios
bancos de dados descritos anteriormente. Dentre os grupos examina-
dos, as plantas tém o maior nimero de CYP450s (184.522), seguidas
pelos fungos (85.103) e depois pelas bactérias (62.606). Em compara-
¢ao com as familias de CYP, os fungos apresentam o maior nimero de
familias, com 805, seguidos pelas bactérias, com 591, e pelas plantas,
com 277 familias. Esta informag&o enfatiza a variedade e a importancia
do citocromo P450 nesses filos, especialmente nos fungos, que con-
tém o maior niimero de familias de CYP450 (NELSON, 2018).

Tabela 1- Estatistica do CYP450s, incluindo contagens
da familia CYP, adaptada de NELSON (2018)

Taxon Total Familias CYP
Animais
Insetos 7531 208
Invertebrados nao insetos 1925 3N
Mamiferos 3753 18
Outros vertebrados 1544 19
Plantas 184.522 27
Fungos 85103 805
Protozodrios 602 63
Bactérias 62.606 591
Archaea 148 14
Virus 28 6
Total 347762 2252
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REACOES CATALISADAS POR CYP450S

Os CYP450s facilitam diversos tipos de reagdes, conforme
a Figura 3 que ilustra as reagbes catalisadas pela ferroprotoporfi-
rina, nlcleo ativo das enzimas do citocromo P450, destacando sua
versatilidade em processos oxidativos. Essas reagbes sdo funda-
mentais no metabolismo de xenobidticos e na biotransformacao de
farmacos, demonstrando o papel central do CYP450 (YANG et al,
2024). As principais reagdes catalisadas pelos CYP450s serdo bre-
vemente descritas a seguir.

OXIDAGOES

O tipo mais frequente compreende reagdes de oxidagao onde
0 oxigénio molecular é adicionado ao substrato, frequentemente
consumindo NADPH. Os tipos principais estdo arrolados a seguir.

Hidroxilagdo - As cadeias alifdticas ou anéis aromaticos
sofrem a insergéo de um grupo hidroxila (-OH). Exemplo: o benzo(a)
pireno (a fumaca do cigarro é uma fonte) é hidroxilado formando um
epoxido reativo que pode ligar-se ao DNA (GUENGERICH, 2018).

Epoxidacdo - Epéxidos sdo produzidos em ligagdes
duplas de alcenos ou arenos. Por exemplo, CYP450 catalisa a
101-epoxidagdo da carbamazepina (CBZ), um antiepiléptico
(BERNHARDT; URLACHER, 2014).

Oxidacdo de &lcoois e aminas - Transformacdo de alcoois
em cetonas (por exemplo, etanol em acetaldeido) ou ami-
nas em N-6xidos (por exemplo, clorpromazina, antipsicético)
(GUENGERICH; ISIN, 2007).
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DESALQUILAGOES

Desalquilagdo de grupos alquila de N ou O ocorrendo como
resultado de N-desmetilagdo ou O-desmetilagao.

N-Desalquilagédo - Grupos metilas sdo removidos da cafeina,
por exemplo, para formar paraxantina (GUENGERICH, 2018).

O-Desalquilagao - A codeina, por exemplo, € desmetilada
para formar morfina (BERNHARDT, 2006).

REDUGOES

Sob condig¢des hipdxicas, o CYP450 funciona de maneira
redutiva, predominan-temente em moléculas contendo nitro ou azo,
tal como nos exemplos abaixo.

Reducéo de compostos nitro - O antibidtico nitrofurantoina é
reduzido a metabdlitos amino (BEHRENDORFF, 2021).

Reducéo azo - O pré-fArmaco prontosil é transformado em
sulfanilamida (ativo) (KUMAR; KAPUR, 2016).

OXIDACAO DE HETEROATOMOS

Inclui a oxidagao de atomos de enxofre, fésforo, nitrogénio,
como nos exemplos a seguir.

S-Oxidagdo - A ativagdo do omeprazol (inibidor da
bomba de prétons) ocorre através da formacgdo de sulfonamida
(CHENG et al.,, 2022).
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N-Oxidagdo - N-Oxidos da clozapina (antipsicético) podem
ser potencial-mente téxicos (GUENGERICH, 2018).

DESALOGENACAO

Desalogenagdes sdo normalmente encontradas no pro-
cesso de desintoxicagdo de pesticidas ou anestésicos (cloro de
compostos organicos). Isto ocorre na descloragdo do cloroférmio
que é transformado em &cido dicloroacético, que é menos téxico
(CHENG et al., 2022).

ISOMERIZACOES

Uma isomerizagdo resulta em alteragdes estruturais sem a
adigao ou remocdo de atomos. Um exemplo é a isomerizagao da
prostaglandina H2 em tromboxano A2, fendmeno envolvido na coa-
gulacédo do sangue (LI et al, 2020).

REAGOES NA BIOSSINTESE DE ESTEROIDES

Os CYP450s estao envolvidos em etapas da sintese de hor-
monios esterdides. O CYP11A1, por exemplo, hidroxila o colesterol
a pregnenolona (precursor do cortisol e estrogénio) (URLACHER,;
GIRHARD, 2019). Outro exemplo é a, assim chamada, hidroxilagao
21, catalizada pelo CYP21A, que atua na regulagdo da produgao
de esteroides adrenais, conforme visto em estudos in vitro usando
adrenodoxina bovina, cujos efeitos estao relacionados a hiperplasia
adrenal congénita (BERNHARDT, 2006).
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Figura 3 - Tipos de reacgdes catalisadas pelo CYP450s

Fonte: adaptado de YANG et al. (2024),

FATORES QUE INFLUENCIAM
A ATIVIDADE ENZIMATICA

PH E TEMPERATURA

A atividade dos CYP450s € méaxima em um pH em torno
de 74, que corresponde as condigdes fisioldgicas normais. Em
aplicagcdes de biorremediagao, pode haver desnaturagdo devido a
flutuagdes de pH. A faixa de temperatura ideal varia, dependendo
da fonte do organismo (mesdfilos: 25-37°C; termdfilos: até 60°C) e
é importante para preservar a flexibilidade da estrutura da prote-
ina (GUENGERICH, 2018).
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COFATORES

O NADPH é necessario para fornecer elétrons na ativagéo
de O,. A presenca deste cofator pode ser limitante em sistemas
biotecnolégicos e, assim, co-culturas e sistemas de regeneracao de
NADPH podem ser necessarios. A catélise também requer a pre-
senga de ferro no grupo heme (LI et al,, 2020).

INIBIDORES

Moléculas como mondxido de carbono (CO) inibem com-
petitivamente os CYP450s ao se coordenarem com o ferro heme,
impedindo a ligagdo de O,. Para trabalhos laboratoriais, inibidores
especificos tém sido utilizados, como o cetoconazol. Em ecossiste-
mas contaminados, no entanto, poluentes como metais pesados (por
exemplo, Cd**) sdo conhecidos por bloquear irreversivelmente esta
enzima (GUENGERICH et al,, 2007).

APLICACOES DOS CYP450S
EM BIORREMEDIAGAQ

MECANISMO CATALITICO DOS CYP450S

O caminho catalitico dos CYP450s inclui uma série de com-
plexas ativagdes de oxigénio e etapas de modificagdo do substrato,
e a enzima exibe flexibilidade para diferentes poluentes ambientais
(KUMAR, 2016; YANG et al., 2024). A reagao catalisada por CYP450s
pode ser resumida nas etapas descritas abaixo.
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ATIVAGAO DE OXIGENIO

A reacdo é iniciada quando um substrato (por exemplo, um
hidrocarboneto aromatico) se liga ao sitio ativo da enzima, causando
uma mudanca estrutural que facilita a redugdo do ferro Fe®* para
Fe**. O oxigénio molecular (O,) posteriormente se adiciona ao ferro
reduzido para gerar um complexo intermediario (Fe**-0,). O segundo
elétron (fornecido normalmente por NADPH e uma redutase parceira)
reduz o O, e é usado para clivar a ligagdo O-O para formar as espé-
cies reativas de oxigénio: um fon ferroso (Fe**=0) e uma molécula
de agua. Isso é crucial para a geragao do intermediario oxidante para
atacar o substrato (WHITEHOUSE et al,, 2012; GUENGERICH, 2018).

OXIDAGAO DO SUBSTRATO

Nesse contexto, o oxigénio ativado atua na oxidagao do subs-
trato. Assim, com o oxigénio ativado ocorre a oxidagdo do substrato.
O mecanismo de reagéo envolve remocgao de hidrogénio ou insergao
de oxigénio. Assim, na hidroxilagdo de um hidrocarboneto aromético,
o complexo Fe**=0 remove um hidrogénio do substrato, deixando
um radical livre, que se recombina com a hidroxila para formar um
alcool. Nas reagdes de epoxidacgdo, o oxigénio é diretamente adicio-
nado as ligagdes duplas de alcenos, levando a formacgao de epdxidos
como produto final (GUENGERICH; ISIN, 2007).

CAPACIDADE DE DEGRADAGAO

Conforme ja salientado acima, as enzimas do grupo CYP450
séo diferenciadas por sua atividade metabdlica em relagéo a varios
poluentes orgénicos, ou seja, hidrocarbonetos aromaticos, pesticidas
e produtos farmacéuticos, gerando substancias menos téxicas ou
mais biodegradéveis (GUENGERICH, 2018). Este é um talento impor-
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tante para a biorremediagao, pois tais moléculas séo frequentemente
recalcitrantes a degradagdo natural. Um dos CYP450s mais bem
estudados do ponto de vista estrutural, o CYP101, de Pseudomonas
putida, elimina canfora de maneira eficiente, enquanto o CYP102, de
Bacillus megaterium, catalisa a hidroxilagdo de acidos graxos - exem-
plos que demonstram razodvel promiscuidade enzimética (GIRVAN
et al, 2006). Em fungos, como Phanerochaete chrysosporium, os
CYP450s sdo essenciais para o metabolismo de hidrocarbonetos
complexos, como o poluente cancerigeno benzo(a)pireno. Como o0s
CYP450s metabolizam uma variedade de substratos, eles podem ser
usados como recursos excelentes para descontaminar solos e dguas
poluidas, o que é de grande importancia para as industrias e dreas
anteriormente pobres em termos agricolas (SYED et al.,, 2010).

CYP450S EM BACTERIAS

Os citocromos P450 bacterianos sdo as enzimas-chave
envolvidas no processo de degradagéao de poluentes orgénicos, como
estrogénios (E1), colesterol, testosterona (T) e hidrocarbonetos aro-
maticos policiclicos (em inglés, PAHs). O género Rhodococcus tem
potencial para ser usado na biorremediacao, e a estirpe P14 abriga
varios genes de CYP450s para degradacio eficiente de E1, T e PAHSs.
O CYP123A9 foi o primeiro membro da familia CYP123 identificado
no Rhodococcus sp. P14 que pode hidroxilar E1 e T para 16a-OH-E1
e 6a-OH-T, respectivamente, com a estrutura similar de CYP1097D1
e CYP109Q5, que oxidam terpenos e esteroides (KLENK et al, 2019;
YE et al, 2022). O CYP151 do Mycobacterium vanbaalenii PYR-1¢é a
primeira monooxigenase descrita para mediar a epoxidagdo de PAHs
(BREZNA et al, 2006). O CYP108J1, uma enzima da classe CYP450,
oxida pireno, fenantreno e antraceno (LUO et al,, 2016). Originalmente
identificada como uma familia relacionada ao metabolismo lipidico, o
CYP102A também tem sido bem estudado por sua ampla atividade
catalitica, por exemplo, a oxidagéo de PAHs, como benzo[a]pireno e
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naftaleno (GIRVAN et al, 2006; QIAN et al,, 2022) no anel aroméatico ou
cadeia lateral (LIU et al,, 2006). O CYP116 (um CYP450 autossuficiente
da classe IV) pode hidroxilar tolueno, m-xileno e fluoreno. Essas enzi-
mas sdo bem conhecidas por sua ampla especificidade de substrato
(epoxidacao, hidroxilagdo e desalogenagao) e tém aplicagéo na bior-
remediacéo. Melhorias no nivel da engenharia de proteinas, incluindo
mutagdes direcionadas (por exemplo, CYP102A1 modificado para
melhorar a metabolizagdo de PAHs) (CARMICHAEL; WONG, 2001)
também continuam a aumentar suas possibilidades de uso para tais
aplicagdes. As investigagoes sobre as interagdes substrato-sitio ativo
(por exemplo, T242 no CYP123A9, HUANG et al,, 2022) também séo
elucidadas por andlises estruturais, docking molecular e o uso de
heterdlogos, como o Vibrio natriegens, que foram projetados para
melhorar a expressdo dos CYP450s. A imobilizagdo de enzimas e a
biologia sintética sdo consideradas métodos promissores para lidar
com a necessidade de NADPH e a instabilidade da enzima (LAMB
et al, 1998). Em conjunto, os CYP450s bacterianos, particularmente
os autossuficientes (CYP102, CYP116) em combinagdo com aborda-
gens biotecnoldgicas, fornecem opgdes sustentaveis para a remogao
de xenobidticos recalcitrantes.

CYP4508S EM FUNGOS

Os fungos em geral, e especialmente os fungos de podriddo
branca (em inglés, WRF), tornaram-se atores-chave na biorremedia-
¢ao, dado que as isoenzimas CYP450 apresentam atividades versa-
teis em relagdo a degradacao de uma ampla variedade de poluentes
organicos, como PAHSs, pesticidas, compostos farmacéuticos e her-
bicidas (LIN et al, 2022; YANG et al, 2024). Essas monooxigenases
mediam uma variedade de reagdes, incluindo hidroxilagdo (por
exemplo, diclofenaco em 4-hidroxidiclofenaco por Phanerochaete
chrysosporium), N-desalquilag@o (por exemplo, atrazina em dese-
til-des-isopropilatrazina por Pleurotus ostreatus) e glicosilagédo
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(por exemplo, fipronil em derivados hidroxilados e glicosilados por
Trametes versicolor), o que foi demonstrado por estudos sobre carac-
terizagdo enzimatica e em experimentos de inibicdo de gPCR com
1-aminobenzotriazol (1-ABT) (HIROSUE et al,, 2011, WOLFAND et al,,
2016; LOPES et al, 2020). A familia cyp63 em P. chrysosporium, e
sua capacidade para metabolizar PAHs, como fenantreno e benzo[a]
pireno (SYED et al, 2010; 2013), sdo bons exemplos dessa adapta-
bilidade; levando a produgdo de metabolitos como 3-fenantriol e
3-hidroxibenzo[a]pireno. Além disso, CYP450s bacterianos (mutante
F87V de CYP102A1) foram desenvolvidos, e essa abordagem tam-
bém oferece grande potencial para a melhoria da eficiéncia catalitica
para com PAHs complexos (de alto peso molecular) (CARMICHAEL;
WONG, 2001). A atividade de lacases foi aprimorada na desintoxi-
cagao de neonicotindides (acetamiprido) e herbicidas (diuron) com
a subsequente formagao de 6-cloro-3-piridinometanol por WRF ao
incorporar outra enzima ligninolitica, ou seja, CYP450s (MORI et al,,
2021). A imobilizagao de CYP450s e o uso do chassis microbiano
(Vibrio natriegens) emergiram como novas ferramentas para apli-
cagdes em ambientes complexos (HUANG et al, 2022). Portanto,
CYP450s fungicos que apresentam diversidade estrutural e funcional
(familias CYP51e CYP505) sdo promissores para aplicagdo sustenta-
vel na biorremediagéo, mas desafios para melhorar, como expressao
heterdloga eficiente e sinergia com sistemas enzimaticos comple-
mentares, ainda precisam ser enfrentados (ZHUO e FAN, 2021).

CYP450S EM PLANTAS

Plantas transgénicas que expressam CYP450s de mamiferos
ou bactérias tém provado boa capacidade de melhorar a degradagao
de substancias nocivas, como PAHs ou bifenilos policlorados (em
inglés, PCBs), uma vez que muitas plantas naturais ndo séo capa-
zes de metabolizar completamente essas substancias (EAPEN et al,,
2007). O potencial dos CYP450s humanos, como CYP1A1e CYP2BS,
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que metabolizam uma variedade de herbicidas e inseticidas, tem
sido estudado para introduzir resisténcia em plantas de cultura e
plantas de desintoxicacao (INUI et al, 2001; KUMAR, 2010). Enquanto
os CYP450s de plantas estédo envolvidos na degradagao de compos-
tos lipofilicos, sua diversidade em relagao aos xenobidticos ainda é
menor do que a dos CYP450s humanos e bacterianos (MORANT
et al,, 2003). Foi demonstrado que enzimas como CYP76B1 (derivada
da alcachofra-de-Jerusalém) e CYP2B22 (de porcos) fornecem as
plantas resisténcia a herbicidas, indicando seu potencial de aplicagcdo
(DIDIERJEAN et al,, 2002; KAWAHIGASHI et al, 2005). No entanto,
os CYP450s de mamiferos dependem de parceiros redox (CYP450
redutase, CPR), enquanto os CYP450s bacterianos sdo proporcio-
nalmente mais rigidos e autossuficientes com uma gama limitada
de substratos (GIRVAN et al, 2006; WHITEHOUSE et al, 2012). Para
resolver este problema, uma alternativa é a engenharia genética dos
catalisadores enzimaticos para melhorar a eficiéncia catalitica, esta-
bilidade e expressdo nos tecidos vegetais (KUMAR; KAPUR, 2016).
A concatenagdo de CYP450s humanos e microbianos em plantas
transgénicas potencialmente aumentaria o processo de desintoxica-
¢ado ao converter poluentes em compostos menos téxicos, ajudando
assim na remocdo dessas substancias do ambiente (INUI, 2007,
DIXIT et al,, 2008). Consequentemente, o uso de CYP450s para abor-
dagens de fitorremediacdo tem sido proposto como uma maneira
econdmica de descontaminar campos contaminados, embora ques-
tdes como (I) a otimizacdo da expressdo génica e (ll) a avaliagé@o
das consequéncias ecotoxicolégicas sob condi¢cdes de campo ainda
tenham que ser resolvidas (KUMAR et al., 2012).

CYP450S EM ALGAS

Microalgas (Anabaena sp., Chlorella sp., Scenedesmus sp.)
também podem degradar contaminantes persistentes, como o0s
farmacos e produtos de cuidado pessoal (em inglés, PPCPs) em
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ambientes aquaticos, sendo a biodegradacdo, como um dos prin-
cipais mecanismos, o mais eficaz e ecoldgico (LI et al,, 2023). A bio-
degradagao de PPCPs ocorre por meio de reagdes cataliticas para
reduzir compostos complexos em formas menos téxicas, como foi
o caso da degradacdo da ciprofloxacina (65,05%) e da sulfadiazina
(17,05%) por Chlamydomonas sp. Tai-03 utilizando mono- ou dioxi-
genacoes (XIE et al, 2020). CYP450s exercem papeis importantes
nesses processos, incluindo hidroxilagdes arométicas, desaminacao
e epoxidagao (Li et al, 2023). Além disso, microalgas como Chlorella
sp. degradam muito mais eficientemente o tiamfenicol (97%) atra-
vés de vias metabdlicas como substituicdo de cloro e hidroxilagao
(SONG et al, 2020). CYP450s também podem metabolizar pes-
ticidas, como por exemplo a transformacédo de aldrin em dieldrin
por Anabaena sp. PCC 7120 (PARK; LEE, 2010) e a degradacgao de
antibiéticos como tetraciclina por Microcystis aeruginosa (PAN et al,,
2021) e ciprofloxacina por Chlorella sorokiniana (LI et al., 2022). A
inativagcdo de CYP450s depende do nivel do contaminante, como
por exemplo, na degradagao do sulfametoxazol (CHU et al, 2022).
Esses relatos comprovam o potencial dos CYP450s de microalgas
para a biorremediagdo de PPCPs; entretanto, a especificidade de
substrato e a eficiéncia de conversdo de substrato pelo CYP450 e a
sua estabilidade precisam ser estabelecidas (LI et al., 2023).

LIMITACOES PARA APLICAGAQ
DOS CYP450S

BAIXAS ATIVIDADES CATALITICAS

A maioria das isoformas de CYP450 apresenta valores de k

cat

na faixa de 1-300 min~', com excegao dos CYP102A1 (P450 BM3)
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e CYP101A1 (P450cam), que atingem 1.000-3.000 min~". Essa baixa
eficiéncia catalitica limita aplicagdes biotecnoldgicas, especial-
mente para substratos inertes como alcanos ciclicos (BERNHARDT;
URLACHER, 2014, BEHRENDORFF, 2021). Recentemente, estraté-
gias como evolucao dirigida e design racional tém sido empregadas
para superar essas limitagdes. Por exemplo, mutagdes em CYP154C2
aumentaram em 46,5 vezes a conversdo de androstenediona,
demonstrando o potencial da engenharia de proteinas para melhorar
a eficiéncia catalitica (CHANG; XI, 2025).

DIFICULDADES NO DESIGN DE PROTEINAS

A engenharia dos CYP450s é desafiadora devido a complexi-
dade estrutural e a necessidade de rearranjos conformacionais para
a ligagao do substrato. Por exemplo, mutagdes em CYP102A1 melho-
raram a hidroxilagdo de propano em 9.000 vezes, mas a previsdo de
estruturas substrato-enzima é limitada (BERNHARDT; URLACHER,
2014; BEHRENDORFF, 2021). Avangos recentes em modelagem com-
putacional, como o uso de ferramentas como UniDesign e Rosetta,
tém permitido prever mutagdes benéficas com maior precisdo. Um
exemplo é a engenharia do CYP102A1 para a hidroxilacdo estere-
osseletiva de omeprazol, alcangando um excesso enantiomérico de
92% (CHANG; XI, 2025).

NECESSIDADE DE PARCEIROS DE TRANSFERENCIA DE ELETRONS

CYP450s dependem de sistemas redox (CPR para CYP
eucaridticos ou ferredoxinas para procariéticos). A coexpressao
de parceiros heterdlogos, como a adrenodoxina bovina, aumentou
em 3,4 vezes a atividade de CYP11B1 em leveduras. Fusdes artifi-
ciais (CYP-RhFRED) também otimizam a transferéncia de elétrons
(BERNHARDT; URLACHER, 2014; BEHRENDORFF, 2021). Estudos
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recentes demonstraram que a engenharia de sistemas hibridos,
como CYP153A/putidarredoxina, pode melhorar a eficiéncia da
transferéncia de elétrons em até 2,7 vezes (CHANG; XI, 2025).

DESACOPLAMENTO ENTRE OXIDACAQ
DE NADPH E FORMAGAO DO PRODUTO

Até 70% dos elétrons do NADPH podem ser desviados para
a produgédo de espécies reativas de oxigénio (em inglés, ROS) (H,
0,, 0,), reduzindo a eficiéncia e danificando a enzima. Mutantes
de CYP102A1 com maior acoplamento foram desenvolvidos para
minimizar esse problema (BERNHARDT;, URLACHER, 2014
BEHRENDORFF, 2021). Estratégias recentes incluem a converséo de
mono-oxigenases em peroxigenases, como no caso do CYP154C5,
que utiliza H,0, diretamente, eliminando a necessidade de NADPH
e reduzindo o desacoplamento (CHANG; XI, 2025).

REQUISITO DE NADPH

A dependéncia do cofator NADPH é um gargalo, especial-
mente em células inteiras. Sistemas de regeneragéo (glicose-6-fos-
fato desidrogenase) ou acoplamento a fotossintese em cloroplastos
foram propostos para contornar essa limitagdo (BERNHARDT;
URLACHER, 2014; BEHRENDORFF, 2021). Alternativas recentes
incluem a integracéo de CYP450s com enzimas como formiato desi-
drogenase pararegeneracéo eficiente de cofatores (CHANG; XI,2025).

PROBLEMAS EM SISTEMAS DE CELULAS INTEIRAS

Desafios incluem baixa solubilidade de substratos hidrofdbi-
cos (solucionada com ciclodextrinas ou sistemas bifasicos), toxicidade
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de produtos (B-nootkatol) e limitagdo de NADPH. A expressao de
transportadores (AlkL) melhorou a captacéo de substratos em E. coli
(BERNHARDT; URLACHER, 2014; BEHRENDORFF, 2021). Estudos
recentes destacam o uso de Pseudomonas putida para expressao de
CYP450s, aproveitando sua tolerancia a solventes e capacidade de
metabolizar compostos arométicos (CHANG; XI, 2025).

DESAFIOS ESPECIFICOS
EM BIOTECNOLOGIA

ESPECTRO LIMITADO DE SUBSTRATOS

CYP450s naturais tém especificidade estreita, mas a
engenharia dirigida (mutantes de CYP102A1 para hidroxilar ciclo-
dodecano) expandiu seu uso (BERNHARDT, URLACHER, 2014;
BEHRENDORFF, 2021). Recentemente, mutantes de CYP102A1
foram desenvolvidos para catalisar a conversdo de benzeno em
hidroguinona, demonstrando a capacidade de adaptar CYP450s
para substratos ndo naturais (CHANG; X|, 2025).

TOXICIDADE DO HEME

O heme liberado em reagdes desacopladas gera radicais
livres. Enzimas da familia CYP152 (peroxigenases) sao alternativas,
pois usam H,0O, diretamente (BERNHARDT; URLACHER, 2014;
BEHRENDORFF, 2021). A engenharia de CYP154C5 para funcionar
como peroxigenase reduziu a dependéncia de heme e minimizou a
producédo de ROS (CHANG; XI, 2025).
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REDUGAO ELETROQUIMICA

A reducao eletroquimica do heme é instavel devido ao poten-
cial negativo requerido. Imobilizagdo em nanoestruturas (nanodis-
cos) tem sido explorada para melhorar a estabilidade (BERNHARDT;
URLACHER, 2014, BEHRENDORFF, 2021).

ESTRATEGIAS PARA SUPERAR
AS LIMITACOES

ENGENHARIA DE PROTEINAS

Mutagénese dirigida - O CYP105A1 (R73V/R84A) aumen-
tou 400 vezes a hidroxilagdo de vitamina D33 (BERNHARDT;
URLACHER, 2014).

Substituigao do ligante axial - P411 (cisteina - serina) modula
o potencial redox (BEHRENDORFF, 2021).

Evolucéo dirigida - Variantes de P450BM3 foram desenvolvi-
das para clivagem de liga¢des Si-C, ampliando suas aplicagdes em
biotransformacgdes ndo naturais (CHANG; XI, 2025).

Fusodes artificiais - Fusdes como CYP102A1-CPR ou CYP505X
(de Aspergillus) melhoram a autossuficiéncia redox (BERNHARDT;
URLACHER, 2014; BEHRENDORFF, 2021).

Sistemas de regeneracdo de cofatores - Acoplamento com
fotossintese (ferredoxina de espinafre) ou enzimas (formiato desidro-
genase) reduz a dependéncia de NAD(P)H (BEHRENDORFF, 2021).
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ADICAO DE SOLVENTES

Solventes orgénicos (octano) ou ciclodextrinas aumentam a solu-
bilidade de substratos hidrofébicos (BERNHARDT; URLACHER, 2014).

MODULAGAQ DE BOMBAS DE EFLUXO

Adelecdo dabomba AcrAB-TolC em E. coliaumentou a produ-
caode pravastatina por CYP105A3 (BERNHARDT; URLACHER, 2014).

TENDENCIAS EMERGENTES NO USO
DE CYP450S PARA BIORREMEDIAGAQ

INTELIGFNCIA ARTIFICIAL (IA) PARA PREVISAO
METABOLICA E DESENHO DE ENZIMAS

Li et al. (2023) destacam a importancia da modelagem
molecular para prever estruturas de CYP450s em microalgas, como
demonstrado por Suresh Kumar et al. (2018), que utilizaram ferra-
mentas computacionais para modelar a estrutura 3D dos CYP450s
em Parachlorella kessleri e outras espécies, com alta confiabilidade
(90,82% de residuos validados). Avangos em |A, como o UniDesign,
podem complementar essas abordagens para otimizar a estere-
osseletividade de CYP450s na hidroxilagdo de substratos comple-
x0s, como farmacos e poluentes emergentes (CHANG; Xl, 2025).
Aplicagbes na biorremediagdo incluem:
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Previsédo de vias metabdlicas - Microalgas como Chlorella
sorokiniana e Chlamydomonas sp. Tai-03 degradam antibidticos
(ciprofloxacina) e PPCPs via CYP450s, com reagdes como hidroxi-
lacdo e desmetilacéo (LI et al, 2023). A |A pode acelerar a identifica-
¢ao de rotas para contaminantes recalcitrantes, como microplasticos
(YANG et al, 2024).

Desenho de enzimas - A diversidade funcional das CYP450s
das microalgas (CYP2E1 e CYP3A4) permite adaptd-las para degra-
dar PAHs e pesticidas (LI et al, 2023). Ferramentas como Rosetta
Coupled Moves (plataforma utilizada para modelagem e design
de proteinas) podem prever mutagdes para melhorar a eficién-
cia (CHANG; XI, 2025).

NANOMATERIAIS PARA IMOBILIZACAQ
E EFICIENCIA ENZIMATICA

LI et al. (2023) discutem os desafios das CYP450s, como
baixa estabilidade e dependéncia de cofatores (NADPH), que limi-
tam sua aplicagéo industrial. Nanomateriais emergem como solugao:

Estabilizagdo - Nanoparticulas magnéticas podem imobilizar
CYP450s, aumentando sua resisténcia a variagdes de pH e tem-
peratura, fatores criticos para microalgas, cujas CYP450s tém pH
6timo entre 7,0-9,5.

Recuperacéo - Hidrogéis facilitam a reutilizagao de enzimas
em sistemas de tratamento de aguas residuais, onde microalgas ja
sdo usadas para remover PPCPs,
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INTEGRAGAO COM OUTRAS
TECNOLOGIAS DE TRATAMENTO

FITORREMEDIAGAO E ELETROBIORREMEDIAGAO

Fitorremediagdo - CYP450s de microalgas (Anabaena sp.)
degradam inseticidas como clorpirifos-metil via epoxidagao (LI et al,,
2023). A engenharia metabdlica pode expandir essa capacidade
para poluentes complexos, como lignina, usando sistemas hibridos
com lacases (YANG et al,, 2024).

Eletrobiorremediacdo - A dependéncia de NADPH das
CYP450s pode ser suprida por sistemas eletroquimicos acoplados
a redutases, como demonstrado para CYP154C5 (YANG et al., 2024).

ECONOMIA CIRCULAR E GESTAO DE RESIDUOS

Valorizacdo de residuos - CYP450s microalgais convertem
PPCPs em metabdlitos menos toxicos (LI et al,, 2023). Versdes modi-
ficadas (GeoA T296S) podem transformar lignina em biocombusti-
veis (YANG et al,, 2024).

Biodegradagéao - P450BM3 evoluiu para clivar ligagdes Si-C
em siloxanos, Util para efluentes industriais (YANG et al.,, 2024), com-
plementando a capacidade de microalgas em degradar hidrocarbo-
netos (LI et al., 2023).

PERSPECTIVAS E DESAFIOS

Sistemas hibridos - Combinagdo de CYP450s microalgais
com GSTs para degradagao em cascata de PPCPs (LI et al,, 2023).
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Contaminantes emergentes - Engenharia de CYP450s para
antibiéticos (sulfametoxazol), cuja degradacdo é mediada por hidro-
xilagéo (LI et al, 2023).

Escala industrial - Altos custos de expressao de CYP450s em
microalgas (LI et al, 2023). Solugdes incluem hospedeiros alternati-
vos, como Bacillus subtilis (YANG et al,, 2024),

Regulagaode nanomateriais - Impacto ecolégicode nanocom-
pdsitos com CYP450s requer estudos adicionais (YANG et al,, 2024).

Conforme mostrado na Figura 4, o uso de CYP450s em bior-
remediacado apresenta pontos vantajosos e outros limitadores. Cabe,
entdo, aprimorar os recursos citados anteriormente para impulsionar
o0 avango dessas aplicacoes.

Figura 4 - Vantagens e limitacdes do uso de CYP450s em biorremediacdo

213



CONCLUSAQ

Dada a sua capacidade de degradar um amplo espectro
de poluentes organicos, os CYP450s perfazem amplos recursos
biotecnolégicos com potencial para remediagdo. A sua amplitude
catalitica e abordagens de melhoria, como engenharia de protei-
nas e imobilizagdo em nanomateriais, aumentam o seu potencial
de uso. Contudo, questdes como dependéncia de cofatores e baixa
estabilidade enzimética, ainda precisam ser enfrentadas antes que o
seu potencial possa ser concretizado em escala industrial. O desen-
volvimento de novas metodologias tecnoldgicas, como inteligéncia
artificial e sistemas hibridos, contribui com perspectivas promissoras
para aumentar a eficiéncia e especificidade dos CYP450s. Em con-
cluséo, a utilizagdo dessas enzimas em estratégias de remediagado
ambiental pode trazer uma contribuigao significativa para o conceito
de sustentabilidade, ao reduzir os efeitos da poluicdo e permitir a
recuperacdo dos ecossistemas contaminados. O potencial para
desenvolver novos medicamentos existe, mas é necessario investi-
mento em pesquisa e desenvolvimento para tornd-lo uma realidade.
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RESUMO:

As enzimas hidroliticas, como lipases, proteases, glicosidases, esterases e
fosfatases, desempenham papel crucial na biorremediagdo de ambientes
contaminados, promovendo a degradacdo de compostos organicos
complexos e contribuindo para a remogdo ou imobilizagdo de metais
pesados. As lipases catalisam a degradacdo de lipidios, sendo eficazes
na biorremediagdo de Gleos e hidrocarbonetos. Sua imobilizagdo em
suportes sdlidos aumenta a estabilidade e permite a reutilizagdo,
otimizando o tratamento de efluentes industriais e dreas contaminadas
por petréleo. As proteases sdo particularmente eficazes no tratamento de
residuos ricos em proteinas, principalmente do setor pesqueiro, podendo
resultar eventualmente em subprodutos valiosos. As glicosidases sdo
cruciais na decomposicdo de carboidratos complexos e no aumento
da biodisponibilidade de metais pesados por meio da geragdo de
biossurfactantes. Esterases, fosfatases e fosfo-esterases sdo capazes de
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degradar pesticidas e compostos organofosforados, convertendo-0s em
formas menos nocivas. Estratégias como a precipitagdo de carbonato
induzida por urease ou por um hidrolisado parcial de penas de galinha,
a mico-remediacdo e o uso de biofilmes microbianos, e outras, servem
para amplificar o campo de utilizacdo dessas enzimas. Entretanto, para
aplicacdes préticas, muitos desafios ainda persistem, incluindo a baixa
estabilidade das enzimas na presenca de metais pesados, a natureza
intrincada dos ambientes contaminados, a geracdo de subprodutos
téxicos e os elevados custos de produgéo. 0s progressos na engenharia
de proteinas, na biologia sintética, na imobilizacdo de enzimas e na
integracao de estratégias microbianas sao fundamentais para a superagao
de desafios que dificultam a aplicacdo em grande escala. Nao obstante os
desafios, a biorremediacdo enziméatica € uma promessa significativa como
alternativa sustentavel e eficaz para a descontaminagdo ambiental.

Palavras-chave: biotecnologia, enzimas hidroliticas, microrganismos,
metais pesados, recuperagdo ambiental
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INTRODUCAQ

A crescente prevaléncia da contaminagdo por compostos
organicos e metais pesados nos solos representa ameagas significa-
tivas a saude ambiental e a produtividade agricola. Microrganismos e
plantas desempenham um papel crucial na biorremediagao (uso de
organismos vivos para degradar ou remover poluentes do ambiente),
utilizando vérios processos enziméticos para transformar compostos
organicos e metais téxicos em formas menos nocivas. Estudos recen-
tes destacam as interagdes sinérgicas entre comunidades microbia-
nas e sistemas vegetais, que aumentam a eficiéncia da remocao de
metais pesados de locais contaminados. A integracdo de estratégias
microbianas e vegetais oferece um caminho promissor para lidar
com a poluigdo ambiental. Microrganismos como Pseudomonas spp.
e Bacillus spp. exibem capacidades de biossorgao (adsorcdo de
contaminantes por biomassa inativa) e biotransformacgéo (modifi-
cagao enzimatica de substéncias por seres vivos), enquanto as plan-
tas se envolvem em processos como fitorremediagdo para extrair
e estabilizar metais no solo. Compreender essas interagcdes nao
apenas esclarece os ciclos biogeoquimicos envolvidos, mas tam-
bém fornece informagdes sobre o desenvolvimento de tecnologias
eficazes de biorremediacao para restaurar ambientes contaminados
(CHAUDHARY; SINDHU, 2024; IQRA ARSHAD et al,, 2024; SATHYA;
KARMEGAM; LALITHA, 2024; SONG et al,, 2024).

A principal fonte de contaminagédo por metais pesados no
Brasil é a mineracao, especialmente o garimpo de ouro na Amazdnia,
devido ao uso intensivo de mercurio. Outras fontes significativas
incluem atividades industriais, agricultura intensiva e descarte ina-
dequado de residuos. Essas praticas resultam na liberagdo de metais
téxicos no ambiente, representando riscos para a salde humana e
os ecossistemas (MOULATLET et al, 2023). A contaminagao por
poluentes organicos no Pais é atribuida principalmente as atividades
antrdpicas, incluindo préticas agricolas, descargas industriais e trata-
mento inadequado de esgoto (BASTOLLA et al,, 2024).
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Poluentes organicos (PO) representam uma preocupagao
significativa para o meio ambiente. Dentre eles, os poluentes orga-
nicos persistentes (POP), como os bifenilos policlorados (BPC) e
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), apresentam alta
resisténcia a degradagdo, permanecendo no meio ambiente por
longos periodos (ASH; KUMAR MISHRA, 2023). A eliminacéo des-
ses poluentes no meio ambiente esta frequentemente associada a
atividades humanas ligadas a industria, a agricultura e a urbaniza-
cao. Esses compostos podem ser encontrados em diferentes locais,
como sedimentos e corpos ddgua, comprometendo a biodiversi-
dade e a qualidade dos recursos naturais, além de afetar a saude
humana e de outros animais, causando problemas como céncer e
disfungdes reprodutivas (BARRIOS-RODRIGUEZ et al, 2023; DAVE
et al, 2020; Ll et al., 2023).

Enzimas hidroliticas sdo proteinas que catalisam reagdes de
hidrdlise, ou seja, reagdes quimicas que quebram moléculas maiores
como polimeros em moléculas menores, mondmeros ou oligbmeros,
pela adigao de agua. Elas atuam rompendo ligagdes quimicas espe-
cificas, como ligagdes éster, peptidicas ou glicosidicas (KOCABAS;
LYNE; USTUNOL, 2022). As principais enzimas desta classe podem
ser divididas em quatro grupos: (a) lipases, que quebram lipidios
em &cidos graxos e glicerol (VIVEK; SANDHIA; SUBRAMANIYAN,
2022.); (b) proteases (ou peptidases), que degradam proteinas em
peptideos e aminoacidos (TEMPORITI et al,, 2022); (c) glicosidases,
que atuam sobre polissacarideos (KIM et al, 2023; LI et al, 2023),
liberando agucares menores; (d) esterases (como as cutinases), que
rompem ligagdes éster, degradando compostos quimicos tais como
os plasticos e outros poluentes (SUI et al,, 2023; SIMAO et al,, 2024).
Diante disso, enzimas hidroliticas, em particular as produzidas por
microrganismos, podem converter poluentes orgénicos altamente
nocivos ao meio ambiente e a salde dos organismos em subs-
tédncias menos nocivas. Estas enzimas apresentam em geral uma
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especificidade ampla em relagdo aos substratos, permitindo-lhes
atuar em uma variedade de poluentes (HOSEE, 2024). Isto torna
esta forma de biorremediacdo mais segura e economicamente viavel
guando comparada a métodos puramente quimicos (CHAUDHARY;
SINDHU, 2024; SHARMA et al,, 2019).

No presente capitulo serd apresentado de forma abrangente
e com uma linguagem acessivel o papel das hidrolases na biorreme-
diagcdo de diferentes compostos, destacando seus mecanismos de
acgao, aplicacoes e perspectivas futuras.

ENZIMAS HIDROLITICAS:
DEFINICAD

Enzimas hidroliticas (EC 3) (MCDONALD; TIPTON, 2023) sdo
proteinas que catalisam reagdes de hidrdlise, ou seja, reagdes quimi-
cas que guebram moléculas maiores, como polimeros, em moléculas
menores, como mondmeros ou oligbmeros, por meio da adigdo de
agua. Elas atuam rompendo ligagdes quimicas especificas, como
ésteres, peptidicas ou glicosidicas (KOCABAS; LYNE; USTUNOL,
2022). Nesse contexto, enzimas hidroliticas, especialmente aquelas
produzidas por microrganismos, podem converter substancias noci-
vas em compostos menos prejudiciais ao meio ambiente e a sadde.
Além disso, sua ampla especificidade a diferentes substratos per-
mite a degradagdo de uma ampla variedade de poluentes (HOSEE,
2024). Essas enzimas representam uma alternativa mais segura e
economicamente vidvel para a biorremediagdo em comparagdo com
outros métodos quimicos, principalmente pelo fato de ndo levarem
a producao de compostos mais toxicos ou nocivos que os originais
(CHAUDHARY; SINDHU, 2024; SHARMA et al.,, 2019).
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PRINCIPAIS ENZIMAS HIDROLI'TIQAS
UTILIZADAS NA BIORREMEDIACAO

LIPASES - DEGRADAGAO DE OLEOS E GORDURAS

As lipases (EC 311.3) (MCDONALD; TIPTON, 2023) séo
enzimas versateis que catalisam a hidrélise de dleos e gorduras,
desempenhando um papel essencial na degradacdo de compostos
lipidicos em diversos contextos industriais e ambientais. Sua capaci-
dade de atuar em meios aquosos e ndo aquosos as torna biocatalisa-
dores valiosos em setores como a indUstria alimenticia, farmacéutica
e de biocombustiveis. No campo da biorremediacéo, as lipases sao
amplamente utilizadas para degradar poluentes organicos, especial-
mente os derivados de petréleo.

Classificadas como serina-hidrolases, as lipases possuem
uma versatilidade catalitica que permite a realizagdo de reagdes de
hidrodlise, esterificacdo e transesterificagdo. Esses mecanismos sdo
fundamentais para diversas aplicagdes, incluindo a degradacéo de
gorduras e dleos residuais. Durante a hidrdlise, as lipases atuam na
interface dleo-agua, convertendo triacilglicerdis em &acidos graxos
livres e glicerol (VARDAR-YEL; TUTUNCU; SURMELI, 2024). Essa
propriedade é essencial para a biotransformagao de compostos lipo-
filicos em ambientes aquaticos e solos contaminados, sendo utiliza-
das no tratamento de efluentes industriais contaminados com éleos
e graxas (CARVALHO et al, 2023). Sua agao também se destaca na
remediacéo de areas afetadas por derramamentos de petréleo, onde
atuam degradando hidrocarbonetos complexos em subprodutos
menos toxicos (BASHA, 2020).

Neste sentido, Abubakar e colaboradores (ABUBAKAR
et al, 2024) investigaram o potencial de biodegradacéo do petréleo
bruto utilizando lipases produzidas pelas bactérias Bacillus subtilis e
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Pseudomonas aeruginosa, isoladas de solo contaminado por hidro-
carbonetos. Os resultados mostraram que as lipases produzidas por
essas bactérias foram capazes de degradar completamente cinco
dos oito hidrocarbonetos encontrados no petréleo bruto.

A imobilizagdo de lipases tem se mostrado uma estraté-
gia vantajosa para a biorremediacdo, pois permite a reutilizagao
da enzima e melhora sua estabilidade em sistemas de tratamento
de efluentes (BULLO et al, 2024). Dessa forma, processos biotec-
nolégicos que utilizam lipases imobilizadas tém se consolidado
como alternativas sustentdveis e eficientes para a remocao de con-
taminantes ambientais.

Embora as lipases apresentem um potencial significativo
para aplicagdes ambientais, desafios como a otimizagcdo de sua
estabilidade e atividade catalitica ainda precisam ser superados.
Avancos na engenharia de proteinas e no desenvolvimento de técni-
cas de imobilizagdo sdo fundamentais para ampliar a eficiéncia des-
ses biocatalisadores. O aprimoramento dos processos de produgao
e aplicacdo de lipases permitird um avanco significativo na gestao
ambiental, reforgando sua importancia na biorremediagdo e na sus-
tentabilidade industrial.

PROTEASES - TRATAMENTO DE RESIDUOS PROTEICOS

Proteases (E.C. 3.4) (MCDONALD; TIPTON, 2023) sdo enzi-
mas fundamentais para a degradacéo de proteinas, desempenhando
um papel essencial em processos naturais e industriais. No trata-
mento de residuos proteicos, elas oferecem uma solugéo eficiente
e sustentdvel, contribuindo para a reducdo de impactos ambientais.
Elas catalisam a hidrdlise de ligagdes peptidicas, e podem ser clas-
sificadas em diferentes categorias conforme seus mecanismos cata-
liticos, incluindo cisteina-, serina-, aspartato- e metaloproteinases
(MCDONALD; TIPTON, 2023).
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Essas enzimas tém ampla aplicagdo nas areas médica e
industrial, sendo empregadas no tratamento de feridas, cancer e
doencgas cardiovasculares, como também no processamento de
alimentos, formulagao de detergentes e outras aplicagdes biotecno-
|6gicas (JAMAL et al, 2024; SONG et al., 2024).

Na biorremediagao, as proteases desempenham um papel
fundamental no tratamento de residuos industriais ricos em prote-
inas, convertendo-os em subprodutos de alto valor. Esse processo
reduz a formacéo de lodo ativado e contribui para préaticas industriais
mais sustentaveis (ASH; KUMAR MISHRA, 2023).

Destaque-se também o uso de proteases microbianas na
remediacdo de residuos proteicos da industria pesqueira. Estudos
demonstraram a eficacia de proteases flngicas, como as de
Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Penicillium sp., na degradacao
de residuos de camarao (GAMAGE et al,, 2022). Da mesma forma,
proteases bacterianas, como as produzidas por Bacillus sp. CL18,
mostraram eficiéncia na degradagdo de escamas de peixe (SILVA
BERNARDO, DA; KOPPLIN; DAROIT, 2023). Tran e coautores (TRAN
et al, 2022) investigaram a conversdo de residuos pesqueiros uti-
lizando Streptomyces speibona TKU048, cujas proteases apresen-
taram alta atividade a 70 °C e pH 5,8. A atividade enziméatica foi
potencializada por SDS e inibida por FeCl;, CuSO, e EDTA. O estudo
também identificou o p6 de cabeca de atum como a melhor fonte de
nutrientes para a producao dessas enzimas. A crescente aplicacdo
das proteases na biotecnologia reforga sua importancia como ferra-
menta sustentavel para o gerenciamento de residuos, promovendo a
valorizacédo de subprodutos e contribuindo para a economia circular.

GLICOSIDASES

As glicosidases (E.C. 3.21) (MCDONALD; TIPTON, 2023),
também conhecidas como hidrolases glicosidicas, sdo enzimas que
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catalisam a hidrélise das ligagdes glicosidicas em oligossacarideos
e glicoconjugados, desempenhando papéis cruciais em varios pro-
cessos biolégicos, como digestdo e metabolismo celular (KIM et al,,
2023; PERSEL et al,, 2025). Elas recebem o nimero 3.2.1 da Comissao
de Enzimas (EC), que engloba uma ampla gama de enzimas
envolvidas na quebra de carboidratos (NEKVASILOVA et al,, 2022).
A importancia das glicosidases se estende as suas aplicagoes em
contextos terapéuticos, onde sdo direcionadas para o desenvolvi-
mento de medicamentos e sintese de carboidratos complexos (KIM
etal, 2023). Podem estar associadas a uma série de doengas quando
ausentes ou expressas de maneira anormal, tais como cancer e dis-
tdrbios de armazenamento lisossomal (KIM et al,, 2023).

As glicosidases do tipo B s@o essenciais na degradagao da
biomassa lignoceluldsica e em diversas aplicagdes industriais, mas
seu uso é limitado por sua baixa atividade, inibicdo por produto e
baixa estabilidade (OUYANG et al, 2023). Diversas estratégias tém
sido empregadas para otimizar essas enzimas e viabilizar sua apli-
cagao industrial. Alternativas sintéticas usando glicosidases modi-
ficadas sdo empregadas para sintetizar oligossacarideos do leite
humano, oferecendo vantagens sobre os métodos tradicionais (KIM
et al, 2023; NEKVASILOVA et al, 2022). Os processos enzimaticos
sdo preferidos para a producdo de oligossacarideos devido a sua
especificidade e eficiéncia (NEKVASILOVA et al, 2022).

As glicosidases sdo ainda cruciais para a digestdo e o cata-
bolismo dos glicoconjugados, com deficiéncias que levam a doengas
graves como Gaucher e Tay-Sachs (WITHERS, 1995). As galactosi-
dases do tipo alfa, por exemplo, estdo sendo exploradas para terapias
de reposigao enzimética, particularmente na doenga de Fabry, e para
aliviar os sintomas da sindrome do intestino irritdvel (ANISHA, 2023).

Glicosidases podem ainda facilitar a quebra de compos-
tos organicos complexos, aumentando assim a biodisponibilidade
de metais pesados para absorcdo e desintoxicagdo microbiana.
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Essa agao enzimaética é crucial no contexto do uso de biossurfactan-
tes, que podem formar complexos com metais pesados, auxiliando
na sua remogao de ambientes contaminados. As glicosidases con-
tribuem para a produgéao de biossurfactantes, como os glicolipidios,
gue podem reter metais pesados nas fases de gel, removendo-os
efetivamente da dgua. Por exemplo, um biossurfactante glico-lipi-
dico demonstrou a capacidade de remover até 95% do cobalto e
porcentagens significativas de outros metais como cobre e niquel
(POIRIER et al, 2023).

As glicosidases aumentam as interagdes microbianas com
metais pesados, permitindo que as bactérias utilizem esses metais
como nutrientes ou removam seu efeito tdxico por meio de vérias
vias metabdlicas intrinsecas (VOLARIC et al., 2021).As enzimas deste
grupo apresentam uma grande vantagem para a biorremediagao
em termos ecoldgicos porque 0s processos microbianos associados
sdo menos prejudiciais em comparagdo com os métodos quimicos
tradicionais que podem introduzir poluentes adicionais no ambiente,
Outra grande vantagem é o custo-efetividade. Como essa abor-
dagem geralmente é mais econémica e sustentavel, torna-se mais
adequada para aplicagdes em grande escala (SAYQAL; AHMED,
2021). Embora as glicosidases desempenhem um papel significativo
na biorremediacéo, alguns desafios permanecem, como o potencial
de os produtos de biodegradagao serem mais téxicos do que os con-
taminantes originais, necessitando de mais pesquisas para otimizar
esses processos bioldgicos (SAYQAL; AHMED, 2021).

ESTERASES E FOSFATASES

Esterases (E.C. 5) e fosfatases ( EC 31.31 para fosfatases
alcalinas e EC 31.3.2 para fosfatases 4cidas) (MCDONALD; TIPTON,
2023)sdo enzimas que possuem um papel significativo em diversos
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processos biogeoquimicos, uma vez que as fosfatases catalisam a
remocao de grupos fosfato das moléculas, enquanto as esterases
hidrolisam as ligagdes éster (BRANDAO et al, 2016) desempenhando
um papel importante na biodegradacdo de compostos organicos
complexos como pesticidas, materiais lignoceluldsicos e plasticos
sintéticos (CHETTRI et al.,, 2021).

A capacidade de hidrolisar ligagdes éster em pesticidas
confere a esterase um papel crucial na formagdo de compostos
menos toxicos ou até mesmo nado-tdxicos (CASTILLA; GIORDANO;
IRAZOQUI, 2021; HOSEE, 2024).

Muitas esterases utilizam triades cataliticas, como por exem-
plo (Ser-His-Asp), que se organizam em uma rede de carga que ativa
o nocledfilo, um aminoacido que ataca o substrato, formando um
intermediario covalente, para facilitar a reagéo de hidrdlise. Como
exemplo temos a esterase de Salinicoccus roseus que emprega uma
triade envolvendo os residios de serina, histidina e fenilalanina (Ser
93, His 222 e Phe 24) para uma degradacéo efetiva de pesticidas
(CASTILLA; GIORDANO; IRAZOQUI, 2021).

Esterases de origem microbiana, como as produzidas por
actinomicetos, apresentam ampla especificidade e tém sido asso-
ciadas a altas taxas de degradagdo. Estudos indicam que esses
microrganismos podem degradar até 98% da cipermetrina em
apenas 72 horas, evidenciando seu potencial para aplicagdes em
estratégias sustentdveis de descontaminagao ambiental (CASTILLA;
GIORDANO; IRAZOQUI, 2021).

As fosfatases atuam na degradagédo de pesticidas princi-
palmente por meio da hidrdlise de ligagdes éster-fosfato, presentes
em muitos compostos organofosforados utilizados como pesticidas.
Essas enzimas catalisam reagdes nucleofilicas em que moléculas
de 4gua ativadas atacam o &tomo de fésforo central, promovendo
a clivagem das ligacbes P-O alquil ou aril (SANGEETA, 2020).
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Um exemplo notavel é a fosfotriesterase (PTE), que utiliza ions meta-
licos, como o zinco, para estabilizar o substrato e facilitar a hidrélise
(FU et al, 2022). Essa agao resulta em uma rdpida conversao de
pesticidas como o diazinon, diazoxon, paraoxon e paratido em pro-
dutos menos téxicos, com barreiras energéticas relativamente baixas
— 13,8 kcal/mol para o paraoxon e 14,4 kcal/mol para o paratido, o
que destaca a eficiéncia dessas enzimas no processo de biorreme-
diagdo (FU et al, 2022).

Diversos microrganismos, como bactérias do género
Pseudomonas e fungos como Aspergillus flavus e A. sydowii, produ-
zem fosfatases que demonstram alta eficacia na degradagao de pes-
ticidas organofosforados em diferentes ambientes. Esses microrga-
nismos ndo apenas detoxificam os compostos, mas também utilizam
os produtos da hidrélise como fonte de fésforo para crescimento,
especialmente em solos enriquecidos com matéria organica, como
palha de trigo (HASAN, 1999).

APLICAGOES PRATICAS DE )
HIDROLASES NA BIORREMEDIAGAQ

RESIDUOS DE HIDROLISADO DE PENAS DE GALINHA

Um hidrolisado preparado a partir de residuos de penas de
galinha usando hidrélise por pressao térmica iniciada por dcido malico
foi testado como um agente quelante biodegraddvel para remocgéao
de metais pesados de solos industriais. Este método se alinha aos
principios da bioeconomia circular ao utilizar materiais residuais. O
hidrolisado demonstrou eficiéncia igual ou superior em compara-
¢do aos agentes tradicionais a base de EDTA, particularmente na
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extracdo de cromo (Cr), niquel (Ni) e arsénio (As) de solos contami-
nados. Notavelmente, o arsénico, que é dificil de remover com EDTA,
foi efetivamente extraido usando este método. O hidrolisado também
estimulou as bactérias do solo, aumentando sua populagdo e a pro-
dugao de biossurfactante, o que aumentou ainda mais a eficiéncia de
extracdo de metais pesados (OLGA et al,, 2024).

PRECIPITAGAQ DE CARBONATO INDUZIDA POR ENZIMAS (PCIE)

A PCIE utiliza extratos brutos de urease (EC 3.515)
(MCDONALD; TIPTON, 2023)uma metaloenzima presente na
planta do feijdo espada para remediar metais pesados como zinco
(Zn), niquel (Ni) e cromo (Cr). Esse método imobiliza metais pesados
por meio da biomineralizagao, formando precipitados de carbonato
e hidroxido. O método alcangou uma alta porcentagem de imobili-
zacado, com zinco atingindo até 99%, niquel em 62,4% e cromo em
24,4%. A presenga de jons de célcio aumentou ainda mais a eficiéncia
de imobilizagdo. Simula¢des geoquimicas e analises microscopicas
confirmaram a formacéo de precipitados de carbonato metélico e a
adsorgao por carbonato de célcio, validando a eficacia do PCIE na
remediac@o de metais pesados (BIAN et al, 2024).

MICO-REMEDIAGAO

Os fungos séo eficazes no acumulo e concentragdo de metais
pesados por meio de mecanismos como biotransformacgéo e imo-
bilizagao. Esta abordagem é denominada mico-remediagdo. Esses
processos podem ser potencialmente aprimorados pelas glicosida-
ses quando estdo envolvidas na decomposicao da matéria orgénica,
aumentando assim a biodisponibilidade de metais para a absorcdo
pelos fungos (PATEL; MOHAPATRA; HANSDA, 2024).
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FITORREMEDIAGAO ASSISTIDA POR MICRORGANISMOS

Os microrganismos como fungos e bactérias podem aumen-
tar o crescimento das plantas e a absorgdo de metais por meio de
relagdes simbidticas. As glicosidases podem estar envolvidas na
degradagdo de poluentes orgénicos, facilitando assim a atividade
microbiana e melhorando o processo geral de remediagao (ULLAH
et al, 2018). Fito-estabilizacédo e fito-extracdo sédo estratégias apli-
cadas por meio do uso de plantas que podem estabilizar metais
pesados no solo, impedindo sua propagagéo, ou extrai-los para
armazenamento em sua biomassa. Essa abordagem dupla é parti-
cularmente Util no gerenciamento de terras agricolas contaminadas
(RAKLAMI et al,, 2022).

BACTERIAS PRODUTORAS DE BIOSSURFACTANTES

Essas bactérias podem produzir compostos que aumentam
a solubilidade e a mobilidade dos metais pesados, tornando-os mais
acessiveis para remocao. As glicosidases poderiam ser potencial-
mente usadas para modificar esses biossurfactantes ou a matéria
orgénica do solo, melhorando a eficiéncia da remogdo de metais
(RASTOGI; KUMAR, 2020).

LAVAGEM DO SOLO

Esse método envolve o uso de solugbes para remover conta-
minantes do solo. Extratos otimizados com glicosidases podem ser
usados diretamente nos solos para quebrar complexos organicos
que se ligam a metais pesados, aumentando assim a eficacia dessas
solugdes de lavagem (GHAFOOR et al, 2023; ULLAH et al,, 2018).
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TRATAMENTO DE EFLUENTES DE OLEO VEGETAL

As lipases tém sido usadas para tratar efluentes de dleo
vegetal, que geralmente contém metais pesados. Ao decompor os
componentes organicos, as lipases podem reduzir a toxicidade geral
e melhorar as condi¢des para que outros processos de biorremedia-
¢ao tenham como alvo metais pesados (VINCENT et al, 2022). As
lipases da levedura Candida rugosa foram encapsuladas em 4acido
polilatico (PLA) para protegé-las da contaminagao por metais pesa-
dos, mantendo sua atividade e estabilidade. Essa técnica de encap-
sulamento pode ser aplicada em ambientes onde metais pesados
estdo presentes, garantindo que as lipases permanecam eficazes em
suas fungdes cataliticas (SWAIN, 2024).

BIOSSORCAO E BIOACUMULACAO

Interacdes entre espécies de Bacillus e Pseudomonas produ-
zem proteases e outras enzimas que podem diminuir a toxicidade de
metais pesados por meio de processos como sequestro e transporte
ativo. Essas interagOes ajudam a reduzir as concentragdes de metais
pesados em locais contaminados (DAVE et al,, 2020). Microrganismos
como bactérias e fungos podem adsorver metais pesados em suas
superficies celulares ou acumula-los intracelularmente. Algumas
destas bactérias sdo conhecidas por sua capacidade de biossorver
e sequestrar metais como chumbo e cadmio, tornando-as agentes
eficazes nos esforcos de biorremediagdo (ABUBAKAR et al,, 2024;
SATHYA; KARMEGAM; LALITHA, 2024; SONG et al., 2024).
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BIOADSORGAO E BIOMINERALIZAGAO

Os fungos apresentam alta capacidade de adsorgédo de
metais pesados através de suas paredes celulares. Eles também
podem precipitar metais como compostos insollveis, um processo
conhecido como biomineralizagédo, que é eficaz no tratamento de
&guas residuais poluidas por metais (KUMAR, DWIVEDI, 2021). Estes
microrganismos podem ainda precipitar metais tanto fora quanto
dentro de suas células, reduzindo a biodisponibilidade e a toxicidade
daqueles metais. Esse mecanismo duplo aumenta a capacidade
dos fungos de remediar ambientes contaminados com metais como
mercurio e arsénico (KUMAR, DWIVEDI, 2021).

FORMACAO DE BIOFILME

Os biofilmes bacterianos aumentam a resisténcia a metais
pesados e facilitam a remocéo de varios contaminantes simultane-
amente. Isso se deve a matriz protetora que os biofilmes fornecem,
que pode prender e imobilizar metais pesados (VOLARIC et al,, 2021).

LIMITAGOES NA APLICAGAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS

O uso de enzimas como proteases, esterases, fosfatases,
glicosidases e lipases na biorremediacdo de ambientes contami-
nados com metais pesados apresenta vérias limitagoes. Essas
enzimas, embora eficazes na transformagéo de poluentes em for-
mas menos toxicas, enfrentam desafios relacionados a estabilidade
e atividade na presenca de metais pesados, a complexidade de
ambientes contaminados e ao potencial de geragao de subprodutos
téxicos. Essas limitagdes impedem a ampla aplicagédo da biorreme-
diagdo enzimética em locais contaminados com metais pesados
(YAGNIK; ARYA; RAVAL, 2023).
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ESTABILIDADE E ATIVIDADE ENZIMATICA

As enzimas sdo sensiveis as condigdes ambientais, como
pH, temperatura e presenca de metais pesados, que podem des-
natura-las ou inibir sua atividade. Metais pesados podem se ligar a
sitios ativos enzimaéticos, alterando sua estrutura e funcgao, reduzindo
assim sua eficacia nos processos de biorremediagéo. A baixa pro-
ducao e rendimento dessas enzimas em condig¢des naturais limitam
sua disponibilidade para aplicagdes em grande escala. Isso requer o
desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos para aumentar a pro-
ducdo e a estabilidade de enzimas (YAGNIK; ARYA; RAVAL, 2023).

COMPLEXIDADE DE AMBIENTES CONTAMINADOS

A presenga de véarios contaminantes, incluindo compostos
orgénicos e metais pesados, pode complicar o processo de biorre-
mediacado. As enzimas podem nao ser capazes de atingir eficazmente
poluentes especificos em ambientes tdo complexos, reduzindo a
eficiéncia geral do processo de biorremediacdo. A interagédo entre
fatores abidticos, como composigao do solo e pH, e fatores bidticos,
como comunidades microbianas, pode afetar a biodisponibilidade
e a toxicidade dos metais pesados, complicando ainda mais o pro-
cesso de remediacdo enzimatica (TRAN et al, 2022).

GERAGAQ DE SUBPRODUTOS TOXICOS

As reacOes enzimaticas podem, por vezes, resultar na for-
macao de intermedidrios metabdlicos com toxicidade superior a
dos poluentes originais. Esse fenébmeno é especialmente critico no
contexto da biorremediagdo de metais pesados, uma vez que trans-
formacdes incompletas podem levar ao aclimulo de compostos alta-
mente nocivos. Diante disso, torna-se essencial o monitoramento
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rigoroso e o controle dos processos enzimaticos, a fim de evitar a
intensificagdo da contaminacdo ambiental (MEDHAT REHAN &
ABDULLAH S. ALSOHIM, 2019).

RESTRICOES TECNOLOGICAS E ECONOMICAS

O custo da produgao, purificagdo e aplicagdo de enzimas
pode ser proibitivo, especialmente para projetos de biorremediacao
em grande escala. Essa restricdo econdmica limita a viabilidade do
uso de enzimas como método priméario para remediacdo de metais
pesados. A necessidade de técnicas biotecnoldgicas avangadas para
aumentar a eficacia enzimatica, como biologia sintética (STUBBINS,
2025), engenharia genética e imobilizacdo enzimatica, aumenta a
complexidade e o custo da biorremediagdo enzimética (MEDHAT
REHAN & ABDULLAH S. ALSOHIM, 2019; TRAN et al, 2022).

Embora a biorremediagdo enzimatica oferega uma alterna-
tiva ecoldgica promissora aos métodos convencionais, essas limita-
¢cOes destacam a necessidade de mais pesquisas e desenvolvimento.
Avancgos na biotecnologia, como a engenharia de enzimas mais
robustas e o desenvolvimento de métodos de producédo econdmicos,
podem ajudar a superar esses desafios. Além disso, a integracdo da
biorremediagao enzimatica com outras estratégias de biorremedia-
¢ao, como o uso de micrdbios resistentes a metais, pode aumentar a
eficacia geral dos esforgos de remediacdo de metais pesados.

BACTERIAS AQUATICAS E BIOLOGIA SINTETICA

Bactérias do género Caulobacter sdo extremamente ubiquas
e hébeis a sobreviverem em ambientes oligotréficos, ja foram isola-
dos a partir de ambientes de agua doce, dguas marinhas e no solo,
de sistemas de tratamento de dgua de sedimentos marinhos e em
dguas profundas de minas de ouro, apresentando uma notavel capa-
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cidade para sobreviverem em ambientes contaminados com metais
téxicos (BARROWS; GOLEY, 2023; XU; LEI; PATEL, 2010). Bactérias
utilizadas para remogéo de poluentes sofrem diferentes estresses
em funcéo da alta concentragdo de contaminantes, solventes toxi-
cos, pH extremo, temperatura, forga idnica, entre outros. A combi-
nagao de uma Unica linhagem bacteriana com habilidades degra-
dativas e alteragdes genéticas que confiram vantagens seletivas em
um sitio alvo é uma estratégia de sucesso para biorremediacéo “in
situ” (XU; LEI; PATEL, 2010). Linhagens de bactérias resistentes a
solventes, por exemplo, podem figurar como um hospedeiro ideal
para a modificagcdo genética visando a aplicagdo do microrganismo
na remocgdo de residuos do ambiente em elevadas concentragbes
de solventes. Caulobacter também é capaz de degradar compostos
téxicos como clorofenol e outros compostos aroméaticos como ben-
zoato e p-hidroxibenzoato, é tolerante a uranio, por um mecanismo
de agdo que leva a formacao de precipitados de fosfato-uranio-cal-
cio no meio extracelular (PARK; JIAQ, 2014; PATEL, J., WILSON et al,,
2010; PATEL, J., ZHANG et al, 2010; STEFANELLO et al, 2006). Em
adicdo a todas estas propriedades, células de C. crescentus formam
biofilmes de alta densidade com potencial para uso em biorreato-
res e processos de biorremediagdo de ambientes contaminados
(BARROWS; GOLEY, 2023).

Em ambientes marinhos a aplicagdo de microrganismos no
contexto da biorremediagdo tem sido limitada pela natureza intrin-
cada dos poluentes organicos e pela limitada resiliéncia ao estresse
salino. Efluentes industriais, contaminagdo por hidrocarbonetos e
poluigdo plastica representam desafios substanciais para a biosse-
guranca dos oceanos devido as suas caracteristicas inerentemente
téxicas, mutagénicas e duradouras (THOMA; BLOMBACH, 2021).
Dados recentes mostram que uma gamaproteobactéria marinha
anaerdbia facultativa denominada Vibrio natriegens pode ser um
microrganismo promissor para biorremediacdo de ambientes mari-
nhos e terrestres contaminados com compostos organicos toxicos.
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V. natriegens é a bactéria ndo patogénica de crescimento mais rapido
conhecida até o momento (HOFF et al,, 2020).

Por estratégias de Biologia sintética, V. natriegens foi modifi-
cada em uma variante eficiente para biorremediagao de contaminan-
tes orgénicos complexos em aguas residuais salinas e em ambientes
terrestres (SU et al,, 2025). O gene regulador de competéncia para a
captacéo de material genético, tfoX, proveniente da bactéria Vibrio
cholerae foi integrado ao cromossomo da cepa Vmax de V. natriegens,
e posteriormente superexpresso para aumentar a captacao e incor-
poracdo de DNA exdgeno, ou seja, desenvolvendo uma “transforma-
¢ao natural iterativa' Este sistema mais apto a captar DNA exdgeno
de V. natriegens Vmax foi denominado INTIMATE. Uma construgao
foi feita usando clusters génicos provenientes principalmente da
bactéria Pseudomonas aeruginosa HS9 e associados a degradagdo
de compostos téxicos, os genes foram sintetizados quimicamente e
montados em uma construgdo usando uma cepa de levedura como
hospedeiro. Através de uma abordagem de engenharia genémica foi
realizada a transferéncia da construgao para a V. natriegens contendo
cinco grupos de genes distintos totalizando 43 kb, gerando uma
cepa geneticamente estdvel denominada VCOD-15. Esta variante
nova bioengenheirada demonstrou a capacidade de biorremediar
cinco poluentes organicos distintos: bifenil, fenol, naftaleno, diben-
zofurano e tolueno, abordando efetivamente uma ampla variedade
de substratos, desde compostos monociclicos até compostos multi-
ciclicos, em amostras de dguas residuais industriais provenientes de
uma instalagé@o de refino de petréleo e amostras de uma instalagdo
contendo cloro e alcalis diversos. Em culturas mantidas em frascos
salinos, a cepa VCOD-15 de V. natriegens exibiu uma eficiéncia de
remocgdo completa de 100,0% para bifenil, ao lado de 60,7% para
fenol, 71,8% para naftaleno, 89,3% para dibenzofurano e 89,9% para
tolueno em um periodo de 48 horas (SU et al, 2025). Investigacdes
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subsequentes de biorreatores indicaram que o VCOD-15 eliminou
com sucesso 90% de todos os cinco poluentes das amostras de
dguas residuais industriais e diminuiu significativamente a concen-
tragcdo desses intrincados poluentes orgénicos nas matrizes salinas
do solo. A aplicagdo de rastreamento de isétopos estdveis utilizando
bifenil e fenol marcados isotopicamente com *C, em conjunto com
naftaleno, dibenzofurano e tolueno marcado isotopicamente com
2H, corroborou a existéncia de intermediarios moleculares previstos
para surgir durante os processos de degradacado ao longo das vias
metabdlicas especificas (SU et al,, 2025). Estes dados ressaltam a
relevancia do aprofundamento no estudo de organismos aquaéti-
cos, sobretudo de bactérias que sejam facilmente manipuldveis do
ponto de vista genético.

DESAFIOS E PERSPECTIVAS

O uso de enzimas para biorremediacdo de ambientes conta-
minados apresenta perspectivas promissoras e desafios significati-
vos. As enzimas, particularmente aquelas derivadas de microrganis-
mos, oferecem uma alternativa ecoldgica e econémica aos métodos
tradicionais de remediagdo quimica e fisica. Eles sdo capazes de
degradar uma ampla gama de poluentes, incluindo hidrocarbonetos,
metais pesados e pesticidas, em formas ndo téxicas. No entanto,
a aplicacdo préatica da biorremediacdo baseada em enzimas é difi-
cultada por vérios fatores, incluindo estabilidade enziméatica, varia-
bilidade ambiental e problemas de escalabilidade. Esses desafios
devem ser enfrentados para realizar plenamente o potencial da bior-
remediacdo mediada por enzimas.
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RESUMO:

0 Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da Universidade
Estadual de Maringd (LBM/UEM) dedica-se a pesquisa em bioquimica
e biotecnologia, com foco em biorremediacao e valorizacdo de residuos
agroindustriais. Suas investigacdes abrangem o uso de microrganismos
e suas enzimas na degradacdo de poluentes (herbicidas, pesticidas,
corantes industriais e outros compostos organicos recalcitrantes),
contribuindo para solugbes sustentaveis para a descontaminagio
ambiental. Estudos demonstram a eficdcia de enzimas ligninoliticas,
como lacases e peroxidases, na transformagdo desses compostos em
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substancias menos toxicas. Além disso, o laboratério estuda estratégias de
biossorcdo, utilizando biomassa flingica para remover contaminantes de
soluces aquosas. Para aumentar a eficiéncia e possibilitar a reutilizacao
das enzimas, o LBM/UEM atua na imobilizacdo de enzimas. Outro aspecto
importante das pesquisas desenvolvidas no LBM/UEM é a valorizagdo
de residuos organicos, como cascas e sementes de frutos e materiais
lignoceluldsicos, através da extragdo de bioativos de interesse na area
de alimentos e da sade. As pesquisas desenvolvidas no LBM/UEM tém
impacto ambiental significativo e aplicagbes potenciais na industria
de alimentos, biocombustiveis e na recuperacéo de areas degradadas.
0 laboratério reafirma seu compromisso com o desenvolvimento de
tecnologias verdes e inovagdo na drea de bioguimica de microrganismos.

Palavras-chave: biorremediacéo, economia circular, enzimas, fungos
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INTRODUCAQ

O Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da
Universidade Estadual de Maringé (LBM/UEM) é um centro de exce-
léncia em pesquisa e desenvolvimento vinculado ao Departamento
de Bioguimica da Universidade Estadual de Maringad. O LBM/UEM
iniciou suas atividades de pesquisa no inicio da década de 90, bus-
cando compreender as interagdes positivas dos microrganismos
com a espécie humana e o ambiente.

Os projetos de pesquisa desenvolvidos no laboratério
encaixam-se nos seguintes temas, podendo um projeto pertencer
a mais de um deles:

(a) Bioquimica de Microrganismos e producéo e aplicacao
de enzimas flingicas, onde investigamos os mecanismos bioquimi-
cos de fungos para produgao de enzimas aplicaveis nas inddstrias de
alimentos, cosméticos, farmacos e tratamento de residuos.

(b) Biorremediacdo de compostos poluentes, onde
desenvolvemos solugbes sustentdveis usando microrganis-
mos e suas enzimas para degradar residuos téxicos e recuperar
ambientes contaminados.

(c) Valorizacdo de residuos e economia circular, onde
avaliamos como agregar valor a residuos agroindustriais extraindo e
caracterizando bioativos promovendo sustentabilidade e reaprovei-
tamento dentro da légica da economia circular.

O LBM/UEM desde sua criagao (1990) atuou fortemente em
diversos programas de Pés-graduacdo da UEM, destacando-se os
Programas de Pds-graduacédo em Ciéncias Bioldgicas, Bioquimica,
Biotecnologia Ambiental e Ciéncia de Alimentos. Dessa forma atuou
igualmente o longo de 35 anos na formagéo de recursos humanos
(mestres e doutores) nestas areas. Sempre teve também forte parti-
cipacao nos programas de iniciacao cientifica da UEM.
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O LBM/UEM possui uma infraestrutura que permite a uti-
lizagdo de técnicas avancadas na purificagédo e caracterizagdo de
enzimas, tais como cromatografia, eletroforese e métodos espectro-
fotométricos. Estad equipado também para realizar andlises voltadas
a identificacdo de compostos oriundos da degradagao enzimatica
dos poluentes ambientais e caracterizagao de bioativos extraidos de
residuos vegetais. Ao longo dos anos vém desenvolvendo suas pes-
quisas contando com diversas parcerias nacionais e internacionais.

No texto que segue vamos comentar resumidamente as
principais contribuicdes do LBM nas &reas de biorremediagdo enzi-
mética e sustentabilidade, tomando como base algumas das publi-
cagdes mais relevantes.

BIOQUIMICA DE MICRORGANISMOS
E ENZIMAS FUNGICAS

Backes et al, Properties and kinetic behavior of free and immobilized laccase from
Qudemansiella canarii: Emphasis on the effects of NaCl and Na,50, on catalytic
activities. International Journal of Biological Macromolecules 281, 136565, 2024,
https.//doi.org/10.1016/].ijbiomac.2024.136565

Este estudo demonstra uma potencializagdo da lacase de
Oudemansiella canarii na degradagdo de corantes sintéticos para
reduzir sua toxicidade. A imobilizagdo de enzimas melhora a utilizagcdo
em processos de degradagao e o presente trabalho obteve sucesso
na imobilizagdo da lacase supramencionada em MANAE-agarose. A
imobilizacdo melhorou o pH, a estabilidade térmica e o armazena-
mento. Ambas, as enzimas livre e imobilizada, apresentaram cinética
de Michaelis-Menten com o substrato 2,2"-azino-bis(acido 3-etilben-
zotiazolino-6-sulfonico) (ABTS) com valores de Km de 0,056 = 0,003
e 0195 = 0,022 mM, respectivamente. A imobilizacdo aumentou o
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valorda V__ em 1,27 vezes. NaCl causou inibigédo incompleta (hiper-
bdlica), que pdde ser descrita satisfatoriamente pelo mecanismo de
um substrato e um modificador. A imobilizagdo reduziu a inibigdo
maxima por NaCl de 80,2 para 55,7%. O efeito do Na,SO, foi predomi-
nantemente de estimulagéo, mas inibi¢do da enzima livre ocorreu em
altas concentragdes de substrato. A estimulagcdo da enzima imobili-
zada por Na,SO, foi muito mais pronunciada. Dependeu fortemente
da concentragdo de substrato e foi muito mais forte (até 300%) em
baixas concentragdes de substrato. Os efeitos combinados de subs-
trato e sulfato na lacase imobilizada puderam ser descritos satisfa-
toriamente pelo mecanismo de um-substrato um-modificador. As
respostas modificadas da lacase imobilizada de O. canarii ao NaCl e
ao Na,SO, favorecem consideravelmente seu uso como ferramenta
em processos de biorremediagdo, pois a contaminacdo ambiental
por sais frequentemente representa um forte desafio operacional.

Backes et al, Laccases in food processing: Current Status, bottlenecks
and perspectives. Trends in Food Science & Technology 115, 445-460, 2021,
https.//doi.org/10.1016/j.1ifs.2021.06.052

Esta é uma revisao critica sobre os usos atuais de lacases
no processamento de alimentos, onde foram discutidos os principais
gargalos para sua popularizagédo e delineadas perspectivas futuras.
Foram considerados relatérios cientificos e patentes, abrangendo
preferencialmente os Ultimos cinco anos. As lacases (benzeno-diol:
oxigénio oxidorredutases, EC 110.3.2) catalisam a oxidagdo de uma
ampla variedade de substratos orgénicos e inorgénicos, tipicamente
p-difendis, com a concomitante redugéo de oxigénio (O,) a agua.
Diversas moléculas que ocorrem naturalmente em alimentos e bebi-
das, como, por exemplo, fendis, carboidratos, acidos graxos insatura-
dos e proteinas contendo tidis, podem ser modificadas por lacases.
Portanto, a interagdo entre uma lacase e essas moléculas pode e
tem sido amplamente explorada pela inddstria alimenticia para
diversos fins tecnoldgicos. Os diversos usos tradicionais das lacases
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no processamento de alimentos, incluindo as inddstrias de panifica-
cao, bebidas e laticinios, foram detalhados. A par disto, no entanto,
esforgos especiais foram desenvolvidos na anélise de perspectivas
futuras. Estas Ultimas incluem a aplicagao das lacases na sintese de
novos compostos com propriedades funcionais, como atividades
antioxidantes e antimicrobianas. Ndo menos atengdo foi dedicada
aos desenvolvimentos recentes na area de reticulagdo de polime-
ros, como proteinas e polissacarideos. A expansao da produgdo da
propria lacase e, especialmente, dos novos produtos derivados de
suas aplicagdes no setor alimenticio sera essencial para a redugao
de custos e, consequentemente, para a expansdo do mercado.

Nishida et al. Immobilization of Aspergillus awamori B-glucosidase on commercial
gelatin: An inexpensive and efficient process. International Journal of Biological
Macromolecules 111, 1206-1213, 2018, https.//doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.01.146

Uma B-glicosidase de Aspergillus awamori com peso molecu-
lar de 180 kDa foi produzida em culturas em estado sélido utilizando
uma mistura de folhas da coroa do abacaxi e farelo de trigo. A produ-
¢do méaxima da enzima (820 + 30 U/g de substrato) foi obtida apds
8 dias de cultivo a 28 °C e umidade inicial de 80%. A enzima bruta
foi imobilizada eficientemente em gelatina comercial reticulada com
glutaraldeido. A imobilizag&o alterou a cinética da enzima, cujo com-
portamento nao pdde mais ser descrito por uma fungéo de saturagdo
do tipo Michaelis-Menten. A avaliagdo comparativa da enzima livre e
imobilizada mostrou que a enzima imobilizada foi mais termoestavel
e menos inibida pela glicose do que a forma livre. Em consequéncia
dessas propriedades, a enzima imobilizada foi capaz de hidrolisar a
celobiose mais extensamente (Figura 1). Em associagdo com a celu-
lase de Trichoderma reesei, a B-glicosidase livre e imobilizada aumen-
tou a liberagao de glicose da celulose em 3 e 5 vezes, respectivamente.
A imobilizacdo da B-glicosidase de A. awamori em gelatina comercial
reticulada com glutaraldeido é um método eficiente e barato, permi-
tindo a reutilizagdo da enzima por pelo menos 10 vezes.
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Figura 1- Hidrdlise da celobiose pela 3-glucosidase de A. awamori livre e imobilizada
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Andersen et al, Improving enzymatic saccharification of Eucalyptus grandls
branches by ozone pretreatment. Wood Science and Technology 53, 49-69, 2019,
https://doi.org/10.1007/500226-018-1061-7

A ozondlise é um método potencialmente eficaz para o
pré-tratamento de biomassa lignocelulésica para melhorar a pro-
ducéo de agucares fermentaveis via hidrélise enzimatica. Os galhos
eliminados de eucaliptos podem representar uma producao de cerca
de 30 milhdes de m® de material lignoceluldsico anualmente somente
no Brasil. Tentativas de desenvolver estratégias para o uso racional
dessa biomassa sao, portanto, bem-vindas. Neste estudo, galhos de
Eucalyptus grandis foram pré-tratados com ozbnio na tentativa de
aumentar a sacarificagdo enzimatica. A ozondlise resultou na degra-
dacéo da lignina com perdas insignificantes de celulose e pequenas
perdas de hemicelulose. A reducéo no teor de lignina de 26,63 para
9,53% ja resultou na melhoria maxima do rendimento da sacarificagao
(de 20 para 68%). Os resultados indicam que o pré-tratamento com
0zbnio pode ser uma maneira promissora de aumentar a digestibili-
dade enzimética da serragem de eucalipto de galhos eliminados de
arvores para sua conversao em agucares fermentdveis (Figura 2).
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Figura 2 - Degradacao de lignina e rendimento de sacarificacdo de ramos de
eucalipto ndo tratados e tratados com ozonio. Os ramos de eucalipto ndo tratados
sdo simplesmente rotulados como SE. Em todas as amostras pré-tratadas com
ozonio, o primeiro nimero apds SE é o tempo de reacdo do 0zonio em minutos; o
segundo ndmero é o teor de umidade; e o terceiro nimero identifica as amostras
para as quais o pré-tratamento com ozonio foi conduzido a um pH inicial de 10.
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Castoldi et al, Biological pretreatment of Eucaliptus grands sawdust with white-
rot fungi: study of degradation patterns and saccharification kinetics, Chemical
Engineering Journal 258, 240-246, 2014, https.//doi.org/10.1016/j.cej.2014.07.090

Os fungos de podriddo branca Ganoderma lucidum,
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pul-
monarius e Trametes sp foram utilizados para pré-tratamento biolé-
gico de serragem de Eucalyptus grandis. Anélises por microscopia
eletrbnica de varredura e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier mostraram que P, ostreatus e P. pulmonarius

251


http://lattes.cnpq.br/9507593006874238
https://doi.org/10.1016/j.cej.2014.07.090

promoveram modificagdes seletivas mais extensas no contetddo de
lignina (Figura 3). A hidrdlise enzimatica da celulose de serragem
de E. grandis com e sem pré-tratamento bioldgico foi analisada em
termos de uma equagado que leva em conta o atraso inicial que pre-
cede a obtencdo da taxa maxima de hidrdlise, a presenca e exaustao
de uma fragdo facilmente hidrolisavel e a presenga de uma segunda
fracdo mais dificil de ser hidrolisada. A equacao pdde ser ajustada a
todas as curvas experimentais, incluindo a curva de hidrélise da celu-
lose microcristalina para fins de comparagao. Em termos gerais, os
pré-tratamentos bioldgicos diminuiram o atraso inicial, aumentaram
a fracao facilmente hidrolisavel e geraram uma segunda fragao hidro-
lisdvel. A geragao de uma fragdo de celulose facilmente hidrolisavel
obedeceu a seguinte sequéncia decrescente: P. ostreatus (16,7% da
celulose total) > P pulmonarius (15,4%) > Trametes sp. (101%) >
P. chrysosporium (2,8%) = sem tratamento (2,8%). A geracédo da
segunda fracéo hidrolisavel foi mais eficiente no caso dos pré-trata-
mentos com P, pulmonarius e P, ostreatus. Para este Ultimo, a quanti-
dade total de agucares redutores liberados apds 48 h de sacarifica-
cao da serragem foi aumentada de 2,5 pmol/mL para 48,0 pmol/mL.
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Figura 3 - Microscopia eletrdnica de varredura da serragem de eucalipto. Controle
(A); ap6s pré-tratamento bioldgico com G. lucidum (B); P chrysosporium (C); P
ostreatus (D); P. pulmonarius (E) e Trametes sp (F). Nas imagens, barras =10 pum.
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Moreira-Gasparin et al, Purification and characterization of an efficient poultry
feather degrading-protease from Myrothecium verrucaria. Biodegradation 20,
727736, 2009. https.//doi.org/10.1007/s10532-009-9260-4

O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma protease alca-
lina do fungo filamentoso Myrothecium verrucaria e explorar sua
capacidade de degradar penas de aves nativas. A enzima foi purifi-
cada até a homogeneidade usando uma Unica etapa cromatogréfica.
A recuperacgao foi alta, 62%, com uma atividade especifica de 12.851,8
U/mg de proteina. A enzima é uma pequena proteina monomérica
com massa molecular de 22 1,5 kDa. Apresentou pH étimo de 8,3 e
foi estdvel em uma ampla faixa de pH (5,0-12,0). A temperatura étima
foi de 37 °C, com estabilidade térmica em temperaturas de até 45 °C.
A enzima apresentou eficiéncia de 80,3% na degradacao de farinha
de penas de aves, liberando aminodcidos e peptideos sollveis. Foi
capaz de hidrolisar beta-queratina sem a necessidade de redugao
quimica ou enzimaética das ligagdes dissulfeto. Considerando que,
diariamente, as plantas de processamento de aves produzem penas
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como residuos, esta protease pode ser Util em processos biotecno-
|6gicos que visam melhorar a transformagao de penas de aves por
meio da solubilizagdo de beta-queratina em peptideos utilizaveis.
Além disso, também pode ser Util em processos que visam reduzir a
poluicdo ambiental causada pelo acimulo de penas.

BIORREMEDIACAO DE
COMPOSTOS POLUENTES

Cheute et al, Biotransformation of Pollutants by Pycnoporus spp. in Submerged and
Solid-State Fermentation: Mechanisms, Achievements, and Perspectives . Biomass,
V. 4, .2, p. 313-326, 2024, https.//doi.org/10.3390/biomass4020015.

O objetivo primordial desta revisado foi o de destacar a efici-
éncia do género Pycnoporus (Pycnoporus sanguineus, Pycnoporus
cinnabariuns, Pycnoporus puniceus e Pycnoporus coccinus (Figura 5),
na degradacgao de poluentes em fermentagao submersa e em estado
sdlido. Quantidades substanciais de organopoluentes, frequente-
mente persistentes e téxicos, sdo geradas globalmente a cada ano,
representando uma ameaga ao solo, a dgua, aos lengdis fredticos
e ao ar. Os poluentes abrangem uma ampla gama de substéncias
de diversas fontes, que incluem substancias sélidas e liquidas, como
chorume de aterros sanitdrios e dguas residuais. Os compostos
incluem subprodutos de fabricas de papel e celulose, produtos far-
macéuticos, diversos tipos de pldsticos, hidrocarbonetos, pigmentos
e corantes, bem como pesticidas e inseticidas. A biorremediagao
fungica se destaca como uma tecnologia promissora que utiliza o
potencial metabdlico dos fungos para eliminar ou mitigar o impacto
de poluentes. Notavelmente, espécies do género Pycnoporus exi-
bem capacidades significativas para degradar um amplo espectro
de moléculas téxicas. Essa degradagéo é facilitada pela liberagao
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de enzimas ligninoliticas, especialmente lacases, e enzimas celula-
res pertencentes ao sistema monooxigenase do citocromo P450. A
lacase, superproduzida pelo género Pycnoporus, é notavel por seu
alto potencial redox. Estudos recentes conduzidos na Ultima década
destacam consistentemente o género Pycnoporus como um forte
concorrente no campo da biotecnologia branca.

Figura 4 - As quatro espécies do género Pycnoporus

lark et al, Enzymatic degradation and detoxification of azo dye Congo red by a new
laccase from Oudemansiella canarii. Bioresource Technology 289, 121655, 2019,
https:.//doi.org/10.1016/].biortech.2019.121655

Uma lacase com peso molecular de 41 kDa foi produzida pelo
fungo de podridao branca Oudemansiella canarii quando cultivado
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em fermentacéo em estado solido numa mistura de bagaco de cana-
-de-agUcar e farelo de trigo como substrato. A enzima (5U) foi capaz
de descolorir 80% de 50 mg/L de vermelho Congo em 24 h a 30 °C
e pH 5,5. A relagédo entre a taxa de descoloragdo e a concentragao
do corante obedeceu a cinética de Michaelis-Menten, com valores
de K|, e V__ de 46180 £ 6,245 uM e 1,840 £ 0]01 pmol/min, res-
pectivamente. A espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e a espectrometria de massas permitiram concluir
que a lacase atua nao apenas no grupo cromdforo do corante, mas
também que cliva diferentes ligagbes covalentes, causando uma
fragmentacgao efetiva da molécula (Figura 5). A acédo da lacase cau-
sou uma redugao significativa na toxicidade, conforme indicado pelo
teste Microtox. Em conclusao, a lacase de O. canarii pode ser Util em
futuras estratégias biolégicas visando a degradacgao de corantes azo.

Figura 5 - Metabdlitos com os menores valores de m/z formados
em consequéncia da degradagao do vermelho de Congo

Fonte: lark et al. (2019).

262



De Freitas et al, Remaoval of bisphenol A and evaluation of ecotoxicity
of degradation products by laccases from Pleurotus ostreatus and
Pleuratus pulmonarius. Chemical Engineering Journal 330, 1361-1369, 2017,
https.//doi.org/10.1016/).cej.2017.08.051

Bisfenol A (BPA) é um composto disruptor endécrino con-
tinuamente liberado no ambiente e pouco degradado em estagdes
de tratamento de dguas residuais. Neste trabalho, lacases brutas de
Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius foram usadas pela pri-
meira vez para degradar BPA em solucdo aquosa. O BPA residual
foi quantificado por HPLC e os metabdlitos de BPA produzidos pela
acao das lacases foram identificados por GC-MS. As lacases fun-
gicas, a uma concentragao de 8 U/L, removeram 100% e 85%, res-
pectivamente, do BPA de solugdes nas quais este composto estava
presente nas concentragdes de 100 e 200 mg/mL. Treze metabd-
litos aromaticos e alifaticos de BPA foram identificados, incluindo
p-isopropenilfenol, 4cido metilpent-3-dico, etil-3-etdxi propanoato e
4-etil-2-metoxifenol (Figura 6). A toxicidade aguda do BPA diminuiu
de 85% para menos de 5% com o uso da lacase de P, ostreatus. Por
outro lado, a lacase de P. pulmonarius ndo causou redugdo na toxi-
cidade, possivelmente porque pelo menos um metabdlito do BPA
foi tdo tdxico quanto o préprio composto original (representados na
figura abaixo em vermelho). Os resultados deste estudo sugerem um
método vidvel para a remogao completa do BPA de ambientes polu-
idos usando lacase bruta de P, ostreatus.
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Figura 6 - Metabdlitos identificados da degradacéo de BPA pela lacase de 0. canarii

/©><© Bisfenol A
HO
Dimerizagiode J,caceo Dimerizagéo de
ligagdes C-O "9395“ c-c
) 0Oy
o
oH ‘

Oligomerizagao H
o
~— | fenol O O Oxidagdes N
fenol —| ’
b ™o | " —> | Benzaldeido (3) o
HO o
. o 4-Etil-2

i éti 4-Isopropenil- -Etil-2-
Acido acético o ot
246 {tort buth)- VU provéveis ligagses C-C ou C-O fenol (6) OH

2,3~ H
dihidro-1H- "
inden-4-il) (13) o H> < >
N, o i
’ (12 yenzéico (9)
Produtos pés abertura de anel
— A —
—
MH ° /vﬂ\o) Pentadec-9-en-1-ol (8
o oo o 2,6-Dimetildecano (5) ol (8)

Acido Etil-3-et6xi-propanoate (4)

4-metilpent-3-sico (1) _Clil-3-0xo-
butanoato (2)

Nonadecano (11) Hexadecano (10)

Brugnari et al, A highly reusable MANAE-agarose-immobilized Pleurotus ostreatus
laccase for degradation of bisphenol A. Science of the Total Environment 634, 1346-
1351, 2018. https.//doi.org/10.1016/].scitotenv.2018.04.051

O bisfenol A (BPA) é um composto disruptor enddcrino con-
tinuamente liberado no meio ambiente e que é pouco degradado
em estacgdes de tratamento de dguas residuais. Um estudo anterior
demonstrou que a lacase livre de Pleurotus ostreatus é eficiente na
degradagéo de BPA, produzindo metabdlitos menos tdxicos. Neste
estudo, essa lacase foi imobilizada com sucesso em MANAE-agarose
pela técnica de adsorgéo idnica (Figura 7), melhorando sua eficién-
cia na degradacao de BPA e suas estabilidades térmica e de arma-
zenamento. Além disso, a enzima imobilizada reteve >90% de sua
capacidade inicial de degradar BPA apds 15 ciclos de reutilizagao.
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A lacase de P. ostreatus imobilizada em MANAE-agarose pode ser
uma alternativa econdmica para a degradacdo em larga escala de
BPA em sistemas aquosos.

Figura 7 - Esquema da imobilizagao por adsorcéo idnica da
lacase de P, ostreatus no suporte MANAE-agarose

Mota et al, Decolourization of Congo Red by Ganoderma lucidum Laccase:
Evaluation of Degradation Products and Toxicity. Water, Air, and Soi Pollution 226,
351-362, 2015. https.//doi.org/10.1007/s11270-015-2612-2

Diversas lacases de diferentes origens tém sido utilizadas
em processos de descoloracdo de corantes. No entanto, apenas
em um nudmero reduzido de estudos foram realizados esforgos para
identificar os metabdlitos produzidos pelo tratamento enzimético,
bem como para avaliar a toxicidade dos produtos de degradacéao.
Considerando essas lacunas, o objetivo deste trabalho foi utilizar uma
lacase de Ganoderma lucidum na descoloragdo do corante sintético
vermelho Congo (C.I. n° 22120, Direct Red 28), amplamente utilizado
na industria téxtil. Apds 6 h de tratamento a pH 4,0 e 40 °C, a enzima
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foi capaz de descolorir 80% do vermelho Congo. Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
fotoacustica (PAS) e espectrometria de massas permitem concluir
gue a lacase alterou efetivamente a estrutura do vermelho Congo,
reduzindo a cor por meio da modificagdo dos grupos cromdforos e
de outras partes da molécula. Varios produtos de degradagdo com
m/z+ variando de 298 a 745 foram identificados. Propde-se que a
primeira etapa de degradacao poderia ser uma clivagem assimétrica
da ligagdo azo presente na estrutura do vermelho Congo, conforme
esquematizado abaixo, formando o intermedidrio com m/z+ 298. Os
resultados também sugerem uma reducéo na toxicidade do verme-
lho Congo apds o tratamento com lacase, conforme indicado pelo
modelo de germinacdo de sementes de alface. Em concluséo, a
lacase de G. lucidum poderia ser usada em uma nova estratégia de
biorremediagdo com o corante azo.

Figura 8 - Mecanismo proposto para a clivagem inicial do vermelho
de Congo promovida pela lacase de Ganoderma lucidum
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Maciel et al, Biosorption of herbicide picloram from aqueous solutions by
live and heat-treated biomasses of Ganoderma lucidum (Curtis) P, Karst
and Trametes sp. Chemical Engineering Journal 215-216, 331-338, 2013.
https.//doi.org/10.1016/.cej. 2012.09.127

A remocdo do herbicida picloram de solu¢des aquosas
foi avaliada com biomassas vivas e tratadas termicamente com
Ganoderma lucidum e Trametes sp. como biossorventes. A anélise
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
para caracterizar as biomassas dos fungos. Os grupos funcionais
gue geralmente estdo envolvidos em processos de biossorgéo (ou
seja, carboxila, amino e fosfato) foram identificados em ambas as
biomassas flungicas. Estudos cinéticos mostraram que o processo
de biossorgao seguiu 0 mecanismo de pseudo-segunda ordem e a
difusdo em filme foi indicada como a etapa limitante da velocidade
do processo. Um aumento na capacidade de remocao de picloram
foi alcangado usando as biomassas dos fungos tratadas termica-
mente. Os efeitos da concentragao de picloram e do pH da solugdo
foram estudados com biomassa tratada termicamente de G. lucidum.
A biossorgao de picloram foi afetada pelo pH da solugédo e a maior
remocao foi alcangada em pH 4. Os dados experimentais do perfil iso-
térmico foram adequadamente descritos pelo modelo de Langmuir.
O modelo de Dubinin-Radushkevich sugeriu o envolvimento de um
mecanismo quimico de troca idnica no processo de biossorgao.

Coelho-Moreira et al, Degradation of Diuron by Phanerochaete chrysosporium: Role
of Ligninolytic Enzymes and Cytochrome P450. Biomed Research International 2013,
1-9, 2013, https.//doi.org/10.1155/2013/251354

O fungo da podridao branca Phanerochaete chrysosporium
foi investigado quanto a sua capacidade de degradar o herbicida
diuron em culturas estaciondrias liquidas. A presenga de diuron
aumentou a produgéo de lignina peroxidase em relacdo as culturas
controle, mas afetou apenas ligeiramente a producdo da manganés
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peroxidase. O herbicida na concentracdo de 7 L g/mL ndo causou
nenhuma redugao na produgéo de biomassa e foi quase completa-
mente removido apés 10 dias. Concomitantemente com a remocao do
diuron, dois metabdlitos, DCPMU [1-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia] e
DCPU [(3,4-diclorofenil)ureia], foram detectados no meio de cultura
nas concentragdes de 0,74 pug/mL e 0,06 pg/mL, respectivamente.
As enzimas ligninoliticas extracelulares brutas ndo foram eficientes
na degradacgao in vitro do diuron. Além disso, o 1-aminobenzotriazol
(ABT), um inibidor do citocromo P450, inibiu significativamente a
degradagao do diuron e a producédo de metabdlitos. Foi observada
redugdo significativa na toxicidade avaliada pelo bioensaio com
Lactuca sativa L. nas culturas apés 10 dias de cultivo. Conclui-se que
P. chrysosporium pode metabolizar o diuron eficientemente sem o
acumulo de produtos téxicos.

VALORIZACAO DE RESIDUOS
E ECONOMIA CIRCULAR

Polo et al, Inhibitory Effects of Aqueous and Hydroalcoholic
Extracts from Jatobd Coat (Hymenaea courbaril L.) on Pancreatic
Amylase and Starch Absorption. Plants 14, 1133, 2025. https://doi.
0rg/10.3390/plants14071133

O Jatobéd (Hymenaea courbaril) € uma arvore nativa e abun-
dante no Brasil. A casca do fruto € um sub-produto que resulta da
fabricagao da farinha e que é usualmente descartado. Atualmente,
no ambito do conceito de economia circular, esforcos tem sido
desenvolvidos para encontrar aplicagdes economicamente vidveis
para os bioresiduos de jatoba. Neste contexto, o presente estudo
consiste em tentativas de encontrar possiveis aplicagdes da casca
do fruto de jatobd no controle da glicemia, dada a perspectiva de
que preparagOes desta parte da planta sejam capazes de inibir a
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atividade da a-amilase. Extratos aquoso e hidroetandlico foram usa-
dos. Experimentos in vitro incluiram estudos cinéticos detalhados
sobre a reacdo catalisada pela a-amylase. A absorcdo de amido
in vivo foi investigada através do teste de tolerdncia ao amido em
camundongos. Valores de IC,_ para os extratos aquoso e hidroalco-
6lico foram de 81.98 £ 3.53 pg/mL and 51.06 £ 0.42 pg/mL, respec-
tivamente. A inibigdo foi do tipo ndo-competitivo. Ambos os extratos
reduziram a hiperglicemia casada pela administragdo de amido em
camundongos, o extrato aquoso tendo sido efetivo ao longo de uma
faixa maior de doses do que o extrato hidroalcodlico. Esta agdo pode
ser atribuida a inibicdo da a-amylase. Estudos in silico sugerem que
dimeros de procianidina, taxifolina 7-O-ramnosideo e quercetina
7-ramnosideo podem contribuir para a inibigao. Porém, outras molé-
culas ainda nao identificadas podem também estar envolvidas. Os
resultados indicam que os extratos aquoso e hidroalcodlico da casca
do jatoba merecem investigagdes adicionais como possiveis modu-
ladores da glicemia apds a ingestdo de amido ou alimentos ricos
neste polissacarideo.

Kungel et al, Antioxidant and antimicrobial activities of a purified polysaccharide
from yerba mate (llex paraguariensis). International Journal of Biological
Macromolecules 114, 1161-1167, 2018, https.//doi.org/10.1016/.ijbiomac.2018.04.020

Este estudo investigou as propriedades antioxidantes, anti-
microbianas e citotéxicas de um polissacarideo purificado das folhas
de erva-mate. O polissacarideo de erva-mate apresentou atividade
antioxidante proeminente, avaliada pela atividade de sequestro
de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (IC,_ = 1,25 + 010 mg/mL),
acido 3-etil benzotiazolino-6-sulfénico (IC,, = 0,41 £ 0,05 mg/mL)
e atividade de sequestrante de radical hidroxila (IC,, = 3,36 + 0,31
mg/mL). A atividade antioxidante avaliada pelo poder de reducado
de ions férricos (FRAP) e pelo ensaio de absorgdo de radicais de
oxigénio (ORAC), expressa em equivalentes de trolox, foi de 20,84
+ 1,61 UM TE/mg e 556,30 + 12,83 uM TE/mg, respectivamente.
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O polissacarideo de erva-mate purificado apresentou alta atividade
antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas e flngicas; no
entanto, ndo apresentou citotoxicidade contra as quatro linhagens
celulares tumorais humanas avaliadas.

Kato-Schwartz et al. Potential anti-diabetic properties of Merlot grape pomace
extract: An in vitro, in silico and in vivo study of a-amylase and a-glucosidase
inhibition. Food Research International 137, 109462, 2020. https.//doi.org/10.1016/).
foodres.2020.109462

Uma abordagem pratica para controlar a glicemia no diabetes
€ usar produtos naturais de plantas que retardam a hidrdlise de agu-
cares complexos e promovem a diminuigao da liberagcdo de unidades
glicosil no plasma sanguineo. Polifendlicos tém sido descritos como
sendo eficazes na inibicdo de amilases e a-glicosidases. O bagacgo
de uva é um importante subproduto da industria vinicola, ainda rico
em muitos compostos, como polifendlicos. Neste contexto, o obje-
tivo deste estudo foi pesquisar possiveis efeitos de um extrato de
bagaco de uva sobre as a-amilases e a-glicosidases salivares e pan-
credticas, bem como sobre a absorgao intestinal de glicose (Figura
9). O extrato de bagaco de uva Merlot (MGPE) foi preparado usando
uma mistura hidroalcodlica (40% etanol + 60% &gua). A inibicdo
in vitro foi quantificada usando amido de batata (para amilases) e
maltose (para a-glicosidase) como substratos. A inibigdo in vivo foi
avaliada por meio de testes de tolerancia a amido e maltose em ratos
com ou sem administragao de MGPE. A classificagao dos compostos
do extrato quanto a sua afinidade com as a-amilases foi realizada
por simulagdes computacionais usando trés programas diferentes.
Ambas as a-amilases, pancredtica e salivar, foram inibidas pelo
MGPE. No entanto, nenhuma inibigao da a-glicosidase foi detectada.
Os valores de IC, foram de 90 * 10 ug/mL e 143 15 ug/mL para as
amilases salivar e pancreética, respectivamente. Cineticamente, essa
inibicdo apresentou um padrao complexo, com mudiltiplas ligagdes
dos constituintes do extrato as enzimas. Além disso, as simulagdes
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de docking molecular indicaram que diversas substancias fendlicas,
como peonidina-3-O-acetilglicosideo, quercetina-3-O-glicuro-nideo
e isorhamnetina-3-0-glicosideo, além da catequina, foram os poli-
fendis mais provavelmente responsaveis pela inibicdo da a-amilase
causada pelo MGPE. O surto hiperglicémico, um fenébmeno comum
apés a administragdo de amido, foi substan-cialmente inibido
pelo MGPE. Os resultados obtidos sugerem que o MGPE pode
ser adequado para manter os niveis sanguineos normais apds a
ingestao de alimentos.

Figura 9 - AvaliagGes in vitro, in silico e in vivo de extratos de
residuos de uva no metabolismo de carboidratos

Viigira et al. Valorization of Peach Palm (Bactris gasipaes Kunth) Waste: Production
of Antioxidant Xylooligosaccharides. Waste and Biomass Valorization 12, 6727-6740,
2021, https.//doi.org/10.1007/512649-021-01457-3

No Brasil, a produgéo e o consumo de palmito, especialmente
de Bactris gasipaes Kunth, geram um grande ndmero de subprodu-
tos lignoceluldsicos. Este estudo relata a obtengdo de xilo-oligos-
sacarideos (XOS) a partir de xilanas extraidas desses residuos. As
xilanas de residuos de pupunha (bainha interna e casca) foram
extraidas usando um tratamento alcalino suave com rendimentos de
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recuperacao de 82% e 80%, respectivamente. Os XOS foram obtidos
por hidrélise enzimatica empregando uma xilanase comercial com
rendimentos de bainha interna de xilana e casca de xilana de 50,1% e
48,8%, respectivamente. O potencial antioxidante das XOS foi medido
empregando cinco dos procedimentos mais comumente usados. Em
termos gerais, os XOS das xilanas de residuos de pupunha apresen-
taram maior capacidade antioxidante do que as XOS obtidas das xila-
nas comerciais. As estruturas quimicas das XOS foram determinadas
por espectrometria de massa (ESI-MS). Os espectros de ESI-MS
sugerem que XOS com unidades agrupadas de xilose ou arabinose
variam de 2 a 5 (com diferencga de 132 Da) e como ions adutores de
sédio [M + Na]+ na faixa de 100-1000 m/z. Esses resultados indicam
que residuos de pupunha podem ser explorados para a produgao
de XOS, que podem ser aplicados como antioxidantes naturais em
alimentos funcionais e preparagdes farmacéuticas.

Figura 10 - Esquema das anélises realizadas em residuos de
pupunha para obtencao de xilo-oligossacarideos
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Peralta et al, Biological activities and chemical constituents of Araucaria
anqustifolia: an effort to recover a species threatened by extinction.
Trends in Food Science & Technology (Regular Ed), 54, 85-93, 2016.
https.//doi.org/10.1016/j.tifs.2016.05.013

Esta revisdo apresenta os detalhes mais recentemente
descobertos sobre a composicdo quimica das diversas partes da
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Araucaria brasiliensis). Enfase
€ dada aos principais compostos ou fragdes isolados e identificados
e suas bioatividades correspondentes. A planta, também conhecida
conhecida como pinheiro-do-paran4, é a Unica gimnosperma nativa
da Mata Atlantica no Brasil e possui grande importancia econémica,
cultural e social. Sua semente, conhecida como pinhao, é consumida
desde a pré-histdria. Além dos aspectos nutricionais, diferentes par-
tes da A. angustifolia também s&o utilizadas na medicina popular
brasileira para o tratamento de reumatismo, infecg¢des respiratdrias,
fadiga, anemia, entre outras doencas. A exploragdo madeireira redu-
ziu drasticamente a populagdo da espécie e, atualmente, a A. angus-
tifolia é classificada como vulneravel ao risco de extingdo. Além das
propriedades nutricionais do pinhao, particularmente como fonte de
amido, esta revisdo revela que diversas atividades bioldgicas foram
encontradas em diferentes partes de A. angustifolia (folhas, casca e
tegumento do pinhao), conforme ilustrado pela Figura abaixo. Foram
detectadas atividade protetora contra danos ao DNA induzidos por
luz ultravioleta, além de atividades antioxidante, anti-inflamatdria,
antiviral e inibidora de enzimas digestivas. Investigagdes futuras
devem incluir partes de A. angustifolia atualmente descartadas,
como a casca, as bracteas e o tegumento do pinhao, com potencial
para uso nas industrias farmacéutica e cosmética. Estudos sobre A.
angustifolia devem combinar dois elementos importantes: a neces-
sidade de preservagéo de um ecossistema tipico e a implementagao
das florestas de A. angustifolia como uma verdadeira alternativa eco-
ndmica para os moradores locais.
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Figura 11 - Aproveitamento integral dos residuos de Araucaria angustifolia

SILVA et al, Inhibition of salivary and pancreatic a-amylases by a pinhao
coat (Araucaria angustifolia) extract rich in condensed tannin. Food Research
International 56, 1-8, 2014, htips.//doi.org/10.1016/j.foodres.2013.12.004

O objetivo do presente trabalho foi investigar o possivel
efeito inibitério de um extrato de casca de pinhdo rico em tanino
condensado sobre a atividade de a-amilases (salivares humanas
e pancredticas suinas). Experimentos com o inibidor classico de
a-amilase, acarbose, e um tanino condensado de Acacia mearnsii
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foram feitos para fins comparativos. A andlise por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier do tanino da casca de
pinhao revelou uma maior proporgao de procianidinas para prodel-
finidinas quando comparado ao tanino de A. mearnsii. O extrato da
casca de pinh&o rico em tanino condensado foi um inibidor eficaz da
a-amilase salivar humana e pancredtica suina. A inibi¢éo foi do tipo
misto S-parabdlico I-parabdlico. Para a a-amilase salivar humana
as constantes de inibicdo foram 56,88 = 5,74 e 103,27 + 11,85 pg/L.
Para a a-amilase pancreética suina, as constantes de inibigao foram
menores, ou seja, 20,25 = 197 e 46,79 + 4,57 ug/L. A sequéncia de
poténcia decrescente foi: acarbose > extrato da casca do pinhdo
rico em tanino > tanino de A. mearnsii. Similarmente a acarbose e
ao tanino de A. mearnsii, o extrato da casca do pinhdo também foi
eficaz na diminuicdo dos niveis glicémicos pds-prandiais em ratos
apds administragdo de amido. As propriedades inibitérias do extrato
da casca do pinhao indicam que ele pode ser usado para suprimir a
hiperglicemia pds-prandial em pacientes diabéticos.
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