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RESUMO

A aplicacdo de enzimas oxidativas em wetlands construidos tem sido investigada como estra-
tégia para ampliar a remocao de compostos recalcitrantes que 0s mecanismos convencionais
do leito filtrante ndo degradam com eficiéncia. Neste estudo foi avaliado o desempenho de
wetlands construidos de fluxo vertical subsuperficial (WCFV), preenchidos com fragmentos de
tijolo ceramico e vegetados com Eichhornia crassipes, no tratamento de agua do cérrego Ribei-
rao dos Mdller, com e sem adigao de lacase produzida por Trametes villosa. A lacase foi obtida
por fermentacdo em meio liquido com residuos agroindustriais, atingindo atividade maxima de
9.106,44 U L' no 12° dia de cultivo, e padronizada a 500 U L. Dois sistemas em escala de
bancada, com 2 L de volume Util e aeragao continua, foram operados em batelada com ciclos
de 48 h ao longo de 162 dias: Sistema A, com adicéo de lacase livre a 500 U L™, e Sistema B,
controle sem enzima. A operacgéao foi dividida em Fase |, sem adi¢cdo de corante, e Fase Il, com
azul de indigotina a 25 mg L™' como contaminante modelo. Na Fase |, ambos os sistemas apre-
sentaram eficiéncias elevadas de remocao: DQO de 91,8% e 85,3%, NTK de 87,4% e 88,8%,
N-Amon de 95,2% e 94,1% e PT de 50,0% e 95,1% nos Sistemas A e B, respectivamente. A
menor eficiéncia de remocdo do PT no Sistema A foi atribuida a presenca residual de KH,PO,
proveniente do meio de cultivo no afluente. Na Fase |l, a descoloragdo do azul de indigotina
atingiu 86,32% no Sistema A e 72,81% no Sistema B (p-valor = 0,0009), confirmando a con-
tribuicao catalitica da lacase na descoloracao do corante. A imobilizacao covalente da lacase
em residuos da construcao civil foi avaliada em seis materiais suporte, dos quais o tijolo cera-
mico apresentou viabilidade técnica, com atividade recuperada de 17,21% apds otimizacao do
protocolo. Em ensaios de bancada com trés ciclos consecutivos de 48 h, a lacase imobilizada
alcangou descoloragao de 19,3 a 25,5% sem renovagao enzimatica, retendo 75,7% da capaci-
dade catalitica entre o primeiro e o terceiro ciclo. Normalizada pelo nimero de doses aplicadas,
a lacase imobilizada atingiu 67,1% de descoloragéo por dose, valor 28% superior ao da lacase
livre (52,5%), evidenciando melhor aproveitamento enzimatico na forma imobilizada. Os resulta-
dos demonstram que a associacao da lacase com wetlands construidos preenchidos com tijolo
ceramico constitui alternativa vidvel para a remo¢ao de compostos recalcitrantes em aguas de
cérrego urbano.

Palavras-chave: biocatalise; biorremediagao; wetlands construidos; azul de indigotina; lacase.



ABSTRACT

The application of oxidative enzymes in constructed wetlands has been investigated as a stra-
tegy to enhance the removal of recalcitrant compounds that conventional filter bed mechanisms
do not efficiently degrade. In this study, the performance of vertical subsurface flow constructed
wetlands (VSFCW) filled with red ceramic brick fragments and vegetated with Eichhornia cras-
sipes was evaluated in the treatment of urban stream water from Ribeirdo dos Miiller, with and
without the addition of laccase produced by Trametes villosa. Laccase was obtained by liquid-
state fermentation using agroindustrial waste, reaching a maximum activity of 9,106.44 U L
on the 12 day of cultivation, and standardized to 500 U L. Two bench-scale systems with 2
L working volume and continuous aeration were operated in batch mode with 48 h cycles over
162 days: System A, with the addition of free laccase at 500 U L', and System B, an enzyme-
free control. Operation was divided into Phase I, without dye addition, and Phase Il, with indigo
carmine at 25 mg L™ as a model contaminant. In Phase |, both systems achieved high remo-
val efficiencies: COD of 91.8% and 85.3%, TKN of 87.4% and 88.8%, N-Ammon of 95.2% and
94.1%, and TP of 50.0% and 95.1% in Systems A and B, respectively. The lower TP removal
efficiency in System A was attributed to residual KH,PO, from the fungal growth medium in the
influent. In Phase Il, indigo carmine decolorization reached 86.32% in System A and 72.81%
in System B (p-value = 0.0009), confirming the catalytic contribution of laccase to dye decolori-
zation. Covalent immobilization of laccase on construction and demolition waste was evaluated
on six support materials, of which red ceramic brick showed technical feasibility, with 17.21%
recovered activity after protocol optimization. In bench-scale assays with three consecutive 48
h cycles, immobilized laccase achieved 19.3 to 25.5% decolorization of indigo carmine without
enzyme renewal, retaining 75.7% of catalytic capacity between the first and the third cycle. When
normalized by the number of enzymatic doses applied, immobilized laccase reached 67.1% de-
colorization per dose, a value 28% higher than that of free laccase (52.5%), indicating better
enzymatic utilization in the immobilized form. The results demonstrate that the integration of lac-
case with constructed wetlands filled with red ceramic brick is a viable alternative for the removal
of recalcitrant compounds from urban stream water.

Keywords: biocatalysis; bioremediation; constructed wetlands; indigo carmine; laccase.
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1 INTRODUCAO

Os wetlands construidos de fluxo vertical subsuperficial tém sido aplicados no trata-
mento descentralizado de aguas residuarias em localidades onde os sistemas convencionais
ndo se viabilizam, seja por custo de implantagéo, seja pela complexidade operacional exigida.
A eficiéncia desses sistemas é elevada para matéria carbonacea e nutrientes, porém frente a
compostos recalcitrantes, como corantes sintéticos € micropoluentes emergentes, a remogao
cai consideravelmente (Hassan et al., 2021).

A associagao de processos cataliticos aos mecanismos ja existentes no leito filtrante
surge como alternativa a essa limitacao. A lacase é uma enzima oxidativa produzida por fungos
ligninoliticos, com capacidade comprovada de degradar compostos fenélicos, horménios este-
roides e corantes sintéticos, o que amplia o espectro de remogao dos wetlands convencionais
(Arregui et al., 2019; Auriol et al., 2007).

Entre os fungos produtores, Trametes villosa tem sido estudado no Laboratério de Bio-
tecnologia da UTFPR em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Riedi, 2019; Torres, 2021;
Silva et al., 2024). A obtencao da enzima a partir de residuos agroindustriais reduz o custo de
produgao e aproveita materiais que, de outra forma, seriam descartados.

A agua do Ribeirdo dos Miiller, que atravessa a sede Ecoville do campus Curitiba da
UTFPR, recebe contribuicdes clandestinas de areas urbanizadas e apresenta caracteristicas
tipicas de corpo hidrico degradado, com concentracées de DQO superiores a 355 mg L™, nitro-
génio total acima de 54 mg L™ e fosforo total acima de 13 mg L. O tratamento dessas aguas
por sistemas descentralizados de baixo custo configura demanda concreta para a recuperagao
ambiental de pequenas bacias urbanas da regiéo.

Como corante modelo foi adotado o azul de indigotina, por ser contaminante represen-
tativo de efluentes alimentares e téxteis. O meio suporte escolhido foi o tijolo cerdmico, residuo
abundante da construcéo civil ja avaliado em wetlands de escala similar pelo grupo de pesquisa,
com eficiéncias de remocao de DQO de 74%, NTK de 47% e PT de 87% em trabalhos anteri-
ores (Lima et al., 2018; Cabral et al., 2021; Silva, 2023). A cobertura vegetal foi composta por
Eichhornia crassipes, espécie de ampla ocorréncia na regiao de Curitiba e com desempenho
documentado em wetlands do mesmo laboratério (Silva, 2023; Souza, 2023).

Nesta dissertacao foi avaliada a aplicagao da lacase produzida por Trametes villosa em
wetlands construidos de fluxo vertical subsuperficial no tratamento da 4gua do Ribeirdo dos
Muller. O desempenho dos sistemas foi comparado entre unidades operadas com e sem adigao
de lacase livre, com adi¢gdo do corante azul de indigotina. Foram também conduzidos ensaios
de imobilizacdo da enzima em diferentes residuos da construgéo civil, em escala de bancada
para fins comparativos e de selecao do meio suporte mais adequado, sem aplicacao continua
da enzima imobilizada nos sistemas durante a fase operacional principal.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Saneamento e no Laboratorio de Biotec-
nologia da UTFPR, campus Curitiba, sede Ecoville, em regime de batelada e escala de bancada.
O periodo experimental em wetlands compreendeu 162 dias de operacao, entre agosto de 2025



19

e fevereiro de 2026, e as analises restringiram-se aos parametros fisico-quimicos e a atividade
enzimatica, ndo abrangendo avaliagbes microbiolégicas detalhadas ou ensaios ecotoxicoldgi-
Cos.

Ressalta-se ainda que o azul de indigotina foi adicionado artificialmente a 4gua do cér-
rego na Fase Il dos ensaios, como forma de contornar a auséncia de uma fonte local constante
deste corante. Essa estratégia caracteriza um sistema semi-natural, que combina a matriz real
de um corrego urbano com a introdugao controlada de um contaminante modelo, e cujos resul-
tados de descoloragao refletem as condi¢des desse cenario especifico.

O trabalho esta organizado em seis capitulos. O primeiro traz a introdugéo e a delimi-
tacado da pesquisa. No segundo estdo os objetivos. O terceiro apresenta a revisdo da literatura
sobre wetlands construidos, aplicacao da lacase no tratamento de efluentes, técnicas de imo-
bilizacdo enzimatica e uso de residuos da construcao civil como meio suporte. Os materiais e
métodos estao descritos no quarto capitulo, os resultados e a discussao no quinto, e as conclu-
sbes e as recomendacdes para trabalhos futuros no sexto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo principal
Avaliar a aplicagao de lacase produzida por Trametes villosa em wetlands construidos

de fluxo vertical subsuperficial e fundo saturado, preenchidos com residuos da construgao civil,
no tratamento de agua de cérrego urbano e na degradacao do corante azul de indigotina.

2.1.1 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos deste trabalho foram:

Produzir lacase a partir de Trametes villosa cultivado em residuos agroindustriais e de-

terminar a atividade enzimatica para aplicagao nos sistemas de wetlands construidos;

» Comparar o desempenho dos wetlands construidos de fluxo vertical subsuperficial ope-
rados com e sem adicao de lacase livre no tratamento de agua de cérrego urbano;

 Avaliar a capacidade de imobilizacao da lacase em diferentes residuos da construgcéao
civil (tijolo ceramico, gesso, gesso acartonado, concreto aerado, tijolo autoclavado e
concreto aerado autoclavado), com vistas a selegdo do meio suporte mais adequado
para uso nos wetlands construidos;

» Comparar, em escala de bancada, a degradacao do corante azul de indigotina entre a

lacase livre e a lacase imobilizada.

2.2 Hipoteses da pesquisa

A presente pesquisa foi conduzida sob trés hipéteses principais, fundamentadas na revi-
sao da literatura apresentada no Capitulo 3 e avaliadas a partir dos testes estatisticos descritos
no Capitulo 4. A primeira é que a adicdo de lacase produzida por Trametes villosa aos we-
tlands construidos amplia a eficiéncia de remogao do corante azul de indigotina em relagéo aos
sistemas operados sem adi¢cdo enzimatica. A segunda € que os residuos da construgao civil
permitem a imobilizacédo eficiente da lacase com retengéo da atividade catalitica, em razéo da
porosidade e da area superficial desses materiais. A terceira é que a integracao entre wetlands
construidos e lacase configura um sistema hibrido com desempenho superior ao dos wetlands
convencionais na remogao de compostos recalcitrantes, por associar os mecanismos naturais
do leito filtrante a ac¢éo catalitica especifica da enzima.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Wetlands de fluxo vertical subsuperficial

Os wetlands construidos sao sistemas compostos por meio suporte, vegetagao e micror-
ganismos. A acao conjunta desses trés elementos promove a remoc¢ao de poluentes das aguas
residudrias, € o meio suporte funciona também como base para o desenvolvimento do biofilme.
A tecnologia foi desenvolvida na Europa e na América do Norte, com adaptacdes a diferentes
condi¢des climaticas ao longo das ultimas décadas (Vymazal, 2010). Hassan et al. (2021) revi-
saram as configuracdes mais aplicadas desses sistemas, como as de fluxo horizontal, vertical
e hibrido, com énfase no uso dessa tecnologia em regides de infraestrutura sanitaria limitada.

Os wetlands construidos de fluxo vertical podem operar com alimentagao intermitente.
O afluente é aplicado em pulsos sobre a superficie do leito e percola pelo meio granular até a
drenagem de base. Entre os pulsos, 0 ar ocupa os espagos vazios do meio suporte e mantém
condigdes aerbbias que favorecem a oxidacao da matéria organica e a nitrificacao (Vymazal,
2010).

Essa configuracao ocupa menor area do que os wetlands de fluxo horizontal e permite
ajustar o regime hidraulico a carga tratada (Hassan et al., 2021), conforme apresentado na
Figura 1.

Figura 1 — Esquema de wetland construido de fluxo vertical subsuperficial com alimentacao
intermitente.
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{ | SUSTRATO

SAIDA
AGUA TRATADA

Fonte: Autoria propria (2026).

Na Figura 1 é possivel observar a entrada do afluente pela parte superior do leito, que
percola em sentido descendente pelo meio granular e é coletado pelo sistema de drenagem
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instalado na base, de onde sai como efluente tratado. As macréfitas ocupam a superficie do
sistema e contribuem com a oxigenacao da rizosfera. No lado direito da ilustracdo estdo desta-
cados os trés componentes principais do sistema: macroéfitas, substrato € microrganismos.

A remocao de poluentes nesses sistemas combina processos fisicos, quimicos e biol6-
gicos. A filtracdo retém solidos suspensos a medida que o efluente percola pelo meio granular,
€ a adsorcao remove compostos organicos e micropoluentes, conforme a area superficial e a
composi¢ao mineraldgica do substrato. A precipitacao quimica atua sobre o fésforo, que se liga
a 6xidos de calcio, aluminio ou ferro presentes no material de enchimento (Cabral et al., 2021).

A biodegradacao é conduzida pelos microrganismos do biofilme aderido ao substrato e
as raizes das plantas, que transformam os compostos nitrogenados e oxidam a matéria organica
carbonécea (Dotro et al., 2017).

O dimensionamento dos wetlands construidos de fluxo vertical requer a definicdo de
parametros hidraulicos e bioldgicos. A frequéncia de alimentagdo, em geral em pulsos diarios
ou a cada 48 ou 72 horas, deve permitir a renovacao do ar no leito e evitar condicées anaerébias
prolongadas. O tempo de detencao hidraulica precisa equilibrar a eficiéncia de remog¢édo com o
risco de colmatacdo do meio suporte.

O meio suporte deve ter granulometria uniforme e resisténcia mecanica adequada. Areia
e brita sdo materiais tradicionais, e mais recentemente tém sido aplicados residuos da constru-
¢ao civil a base de ceramica e concreto (Silva, 2023). As macrofitas contribuem para a oxige-
nacao da rizosfera e para a ciclagem de nutrientes, com destaque para Typha sp., Phragmites
australis e Eichhornia crassipes (Hassan et al., 2021).

Os wetlands de fluxo vertical apresentam boas eficiéncias na remogao de solidos sus-
pensos e de carbono, em termos de demanda bioquimica de oxigénio e demanda quimica de
oxigénio. A aeracdo natural proporcionada pela alimentagéo intermitente favorece a nitrificagao,
com conversdo da aménia em nitrito e, em seguida, em nitrato.

A remogao de fosforo depende do substrato. Quanto maior o teor de célcio ou ferro
no material filtrante, mais intensos sdo os processos de adsorcao e precipitacdo do nutriente
(Cabral et al., 2021). Em wetlands verticais com placas de gesso, Souza (2023) verificaram
que os mecanismos de remogao de nutrientes estavam ligados a composigdo quimica desse
substrato.

Horménios e outros micropoluentes resistem ao tratamento e chegam aos efluentes
em concentracdes baixas, ainda assim capazes de alterar o sistema enddcrino de organismos
aquaticos. A combinagao entre adsor¢ao no substrato e biodegradagéo microbiana retira entre
40 e 80% desses compostos nos sistemas verticais, a depender do modo de operacao.

A presencga de oxigénio no meio acelera a degradagdo dos horménios (Auriol et al.,
2007). Bliss et al. (2022) testaram wetlands construidos na remogao de 17a-etinilestradiol e
[-estradiol em escala de bancada. A adicdo de enzimas pode ampliar a eficiéncia de remogao
desses compostos.

No Brasil, os wetlands construidos sdo estudados desde a década de 1980, inicialmente
para o tratamento de esgoto doméstico de pequenas comunidades, e a partir dos anos 2000
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0 escopo foi estendido a efluentes agroindustriais e téxteis (Vymazal, 2010). Em tempos mais
recentes, residuos da construgdo civil vém sendo aplicados como substrato, a exemplo do tra-
balho de Silva (2023) com ceramica vermelha, concreto autoclavado e compdésito de concreto
no tratamento de matéria carbonacea, nutrientes e horménios, pois o baixo custo e a disponibi-

lidade local desses materiais viabilizam sua aplicagdo em sistemas descentralizados.

3.2 Oxigenacao em wetlands de fluxo vertical

A eficiéncia dos wetlands de fluxo vertical depende diretamente da disponibilidade de
oxigénio no leito filtrante, pois a alimentacdo intermitente, caracteristica dessa configuragéao,
permite a entrada de ar nos espagos vazios do substrato entre os pulsos de aplicagéo, € a al-
ternancia entre condigbes saturadas e nao saturadas mantém o sistema predominantemente
aerobio, favoravel a oxidagdo da matéria carbonécea e a nitrificagao (Vymazal, 2010). A estru-
tura porosa do meio granular e a atividade das raizes das macroéfitas também contribuem para
a difusao de oxigénio ao longo do leito (Dotro et al., 2017).

A oxigenacao desses sistemas ocorre por trés vias principais: a difusdo atmosférica, que
se da pela superficie do leito e pelos poros do substrato nos intervalos entre alimentagdes; o
transporte pelas raizes das macrofitas, que liberam oxigénio na rizosfera e criam microzonas ae-
rébias no entorno radicular, com capacidade variavel entre espécies como Phragmites australis,
Typha sp. e Eichhornia crassipes (Hassan et al., 2021); e os pulsos hidraulicos intermitentes,
que renovam o ar do meio suporte a cada ciclo de operacgao.

A presenga de oxigénio define quais rotas metabdlicas predominam no sistema, pois em
condi¢cdes aerdbias os microrganismos do biofilme oxidam a matéria carbonacea e conduzem a
nitrificacdo, enquanto a desnitrificagdo do nitrato a nitrogénio gasoso ocorre em microzonas de
menor aeracgao no proéprio leito (Vymazal, 2010). A heterogeneidade do biofilme e do substrato
permite que reacdes aerdbias e andxicas acontecam simultaneamente em diferentes pontos do
sistema.

Algumas estratégias reforgam a oxigenacao dos wetlands verticais, como a inclusdo
de camadas de materiais de maior condutividade hidraulica (brita grossa, por exemplo), que
facilitam a circulacdo de ar no leito, e 0 uso de sistemas hibridos, nos quais unidades verticais
e horizontais equilibram a disponibilidade de oxigénio e a remocao de nutrientes ao longo do
tratamento (Hassan et al., 2021).

A aeracédo forcada é uma das alternativas para ampliar a transferéncia de oxigénio ao
leito filtrante, pois as bolhas de ar injetadas na coluna saturada do wetland transferem o oxigénio
do estado gasoso para o dissolvido em taxas mais elevadas que as das configuracdes passivas,
0 que permite reduzir a area requerida para implantacdo do sistema, estimada em cerca de
1 m?/PE nos aerados, frente a 5 m?/PE nos de fluxo horizontal convencional e 4 m?/PE nos
verticais ndo aerados.

Porém, o emprego de sopradores mecanicos eleva o consumo energético e torna a ope-

ragdo mais complexa, e a aeracao intermitente, por sua vez, amplia a remog¢ao do nitrogénio
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total, pois a criacdo simultanea de zonas aerébias e anaerdbias favorece os processos de nitri-
ficacao e desnitrificagdo (Nivala; Murphy; Freeman, 2020). Um esquema representativo dessa
configuragao é apresentado na Figura 2.

Figura 2 — Esquema de um wetland construido com aeracgao forgcada (WTAr).
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Fonte: Autoria propria (2026).

Na Figura 2 observa-se a entrada da agua residuaria pela parte superior do leito, a
distribuicao das bolhas de ar liberadas pelos difusores instalados préximos a base da unidade
€ a saida da agua tratada pela lateral inferior. O soprador mecanico localizado no lado externo
do sistema fornece o ar continuamente a tubulacao de aeragao, e as macrofitas enraizadas na
superficie do leito complementam a oxigenacao pela rizosfera.

A oxigenacgdo do leito também ganha relevancia na aplicagcdo de enzimas oxidativas
como a lacase, que utiliza o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons na oxidagao de
compostos fendlicos e outros substratos (Auriol et al., 2007). Os wetlands de fluxo vertical, por
manterem condi¢des aerdbias no leito, oferecem ambiente compativel com o uso da enzima na
forma livre, adicionada a agua do cérrego, ou imobilizada no substrato, pois a atividade catalitica
da lacase é reduzida em ambientes com baixa disponibilidade de oxigénio.

3.3 Macrofitas em wetlands construidos

As macroéfitas aquaticas integram os wetlands construidos desde os primeiros sistemas
desenvolvidos na década de 1950, quando os experimentos pioneiros de Kathe Seidel, no Ins-
tituto Max Planck (Alemanha), demonstraram a capacidade dessas plantas em remover polu-
entes de aguas residuarias (Vymazal, 2011). Nas décadas seguintes, a vegetacao foi mantida
como elemento funcional do tratamento em todas as configura¢des desenvolvidas, caracteris-
tica que diferencia os wetlands construidos dos filtros convencionais, e a importancia relativa
de suas fungoes fisicas, quimicas e biolégicas varia conforme a configuracdo adotada, como
mostra o Quadro 1.



Quadro 1 - Importancia relativa das funcoes das macréfitas em diferentes configuracoes de
wetlands construidos.
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Fluxo Fluxo Fluxo Sistemas
Funcao Superficial | Subsuperficial | Vertical | Combinados
Area requerida >20m?/PE | ~10m?/PE | ~5m?/PE | 2-5m?PE
Estabilizagdo da superficie do +++++ +++++ +++ +++
leito
Prevencao de colmatacao - - 4+ F++
Reducéo da velocidade do fluxo +++ - - -
Atenuacgéo da luz +++++ ++ + 4+
Isolamento térmico +++ +++ +++ +4++
Fixac&o de microrganismos +H+++ +++ + +
Absorgao de nutrientes +++++ + - +
Transferéncia e liberagéo de O, + ++ + +
Habitat para fauna o+ +++ + +
Estética 4+ +++++ +++ +++++

Fonte: Brix (1994).
Nota: O numero de sinais “+” indica maior importancia do processo; indica auséncia
de importancia. PE = Populacao Equivalente (Population Equivalent).

O Quadro 1 evidencia que as macrofitas exercem papel mais intenso nos wetlands de
fluxo superficial, sobretudo na estabilizagdo do leito, fixacdo de microrganismos e absorcao de
nutrientes, enquanto nos sistemas de fluxo vertical a contribuicdo principal esta na prevengao
da colmatacéo, o que reflete a maior circulacao de ar e a menor saturacao do leito.

A parte aérea das plantas atenua a radiacao solar e reduz a velocidade do vento sobre
a superficie, 0 que minimiza variagdes térmicas no leito, e as raizes e rizomas criam caminhos
preferenciais para o fluxo da agua do corrego, além de oferecerem superficie para fixagao do
biofilme microbiano. A liberacdo de oxigénio pela rizosfera cria microzonas aerdbias em meio
predominantemente anoxico e favorece a nitrificacdo localizada (Brix, 1994), e as plantas ab-
sorvem também nitrogénio e fésforo, que sdo incorporados a biomassa vegetal.

A taxa de liberacao radicular de oxigénio varia conforme a espécie vegetal e o estagio
de desenvolvimento da planta, e Zhang et al. (2014) quantificaram valores entre 108 e 404 mg
O, m? dia™" em wetlands plantados com Phragmites australis, oxigenagéo que permite a coe-
xisténcia de processos aerdbios e anaerdbios no mesmo sistema e amplia as rotas metabdlicas
para transformacao de compostos nitrogenados e degradacao da matéria organica.

Os levantamentos sobre espécies aplicadas em wetlands construidos apontam para a
predominancia de macroéfitas emergentes em sistemas de fluxo subsuperficial, com Phragmites
australis como a mais frequente em publica¢des internacionais, seguida por Typha spp. e Scir-
pus spp. (Vymazal, 2011). Em regides tropicais, da-se preferéncia a espécies nativas adaptadas
ao clima, como Heliconia spp., Cyperus spp. e Eichhornia crassipes, cuja sele¢do considera
também as caracteristicas da agua tratada e a facilidade de manejo.

No Brasil, as pesquisas com wetlands construidos aplicam majoritariamente espécies do
género Typha, conhecidas popularmente como taboa, e a andlise de 42 publicacdes nacionais
por Sezerino et al. (2015) identificou T. domingensis e T. latifolia como as mais empregadas em
sistemas de fluxo horizontal, seguidas por Eleocharis spp., Cyperus papyrus e Heliconia psitta-
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corum. Sperling e Sezerino (2018) compilaram parametros de projeto para condi¢des tropicais
brasileiras, com recomendagdes sobre densidade de plantio e manejo da vegetagéao.

A Eichhornia crassipes, conhecida como aguapé ou jacinto-d’agua, € uma macrdfita flu-
tuante nativa da bacia amazénica, de crescimento rapido e elevada capacidade de absorcao de
nutrientes (Rezania et al., 2015). O sistema radicular extenso da espécie fornece area superfi-
cial para adsorcao de compostos e fixacdo de microrganismos, e a planta tolera ampla faixa de
pH e temperatura, o que favorece sua adaptagédo as condi¢des climaticas do sul do Brasil. Na
Figura 3 é apresentada a morfologia da espécie.

Figura 3 — Morfologia de Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

Fonte: Adaptado de USDA Agricultural Research Service Archive, Bugwood.org (UGA0002102).
Nota: A - roseta com peciolo atenuado (condicoes de adensamento); B - gema axilar em
expansao; C - ramete em desenvolvimento; D - roseta com peciolo bulboso (condicées
abertas). ar = raiz adventicia; in = inflorescéncia; is = istmo foliar; la = lamina foliar; pd =
pedunculo floral; pl = folha primaria; pt = peciolo; sp = espata; st = estolao.

A Figura 3 mostra a planta adulta com folhas arredondadas, peciolos bulbosos respon-
saveis pela flutuacao, inflorescéncia violeta-clara no apice e sistema radicular extenso e fibroso,
que atua na absorcao de nutrientes e na fixagcao do biofilme microbiano, e ilustra ainda quatro
estagios morfologicos: roseta com peciolo atenuado em condigées de adensamento (A), gema
axilar em expansao (B), ramete em desenvolvimento (C) e roseta com peciolo bulboso em am-

bientes abertos (D).
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A literatura registra a eficiéncia de E. crassipes na remoc¢ao de diferentes classes de po-

luentes em sistemas de tratamento, desde biomassa e nutrientes até corantes, hidrocarbonetos

e metais pesados, com resultados que sao sintetizados no Quadro 2.

Quadro 2 - Estudos sobre desempenho de Eichhornia crassipes na remocéao de poluentes em
sistemas de tratamento.

Referéncia

Poluente / matriz

Principal resultado

Henry-Silva e Ca-

margo (2002)

Biomassa em reservatério
eutrofico (MG)

Produtividade entre 20 e 226 ton
peso seco ha™' ano™

Mustapha, Bruggen e
Lens (2018)

Efluente de refinaria de petro-
leo

Remocéao satisfatoria de hidrocar-
bonetos e nutrientes em wetland
vertical

Mustapha, Bruggen e
Lens (2019)

Nitrogénio e fésforo em WC
vertical

85% de N-amoniacal e 62% de fos-
foro total

Rigueto et al. (2020)

Corante reativo vermelho

95% de remocao por biossorgédo
nas raizes

Ekanayake et al

Mecanismos de remocéao de

Até 46% por enzimas intracelulares,

(2021) corantes restante por biossorgao
Monroy-Licht et al. | Metais pesados (Pb, Cu, Cd) | Remogbes superiores a 80% em fi-
(2024) torremediagao

Fonte: Autoria propria (2026).

Os estudos compilados no Quadro 2 mostram o desempenho da E. crassipes sobre po-
luentes organicos, inorganicos e emergentes, atuacao viabilizada pelo rapido crescimento, pela
adaptabilidade a diferentes condigdes ambientais e pela ocorréncia natural em corpos hidricos
eutrofizados do sul do Brasil, fatores que facilitam a obtencao da planta para aplicacdo em siste-
mas de tratamento (Rezania et al., 2015). A degradagao de corantes por enzimas intracelulares
(Ekanayake et al., 2021) indica ainda que a adi¢cdo de lacase exdgena pode ampliar a remo-
¢ao de compostos recalcitrantes, hipétese que fundamenta a escolha da macroéfita na presente
pesquisa.

3.4 Corantes em efluentes

Os corantes sintéticos sdo amplamente utilizados em diversos setores industriais, como
téxtil, alimenticio, farmacéutico, cosmético e de papel, e dentre os estudos sobre remogao des-
ses compostos em sistemas de tratamento, os efluentes téxteis concentram a maior atengéo da
literatura por representarem a principal fonte de descarte em corpos hidricos. Paralelamente, a
industria alimenticia também emprega corantes sintéticos em larga escala em doces, bebidas,
iogurtes, gomas de mascar e produtos de confeitaria (Cabral, 2022).

No Brasil, a ANVISA autoriza o uso de 11 corantes sintéticos em alimentos, distribuidos
nas classes azo, trifenilmetano, indigoide e xanteno (Ristea; Zarnescu, 2023), e entre 0os mais
aplicados na industria estdo o azul de indigotina, o amarelo tartrazina e o ponceau 4R, cujas
estruturas quimicas e principais empregos estao apresentados no Quadro 3.
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Quadro 3 - Corantes alimenticios sintéticos permitidos no Brasil.
Corante Classe Estrutura Principais
usos

W—< >—"\~ / / :

=

Amarelo Azo Laticinios,
Tartrazina fermentados,
licores e
doces

Ponceau 4R Azo Frutas em
caldas,
balas e
doces

Azul de Indigoide Balas,
Indigotina gomas,
iogurtes e

Sucos

Fonte: Adaptado de Cabral (2022).

O Quadro 3 evidencia que o0 amarelo tartrazina e o ponceau 4R pertencem a classe azo,
caracterizada pela presenca da ligacdo N=N em sua estrutura croméfora, enquanto o azul de
indigotina pertence a classe dos indigoides, com dois nucleos benzeno ligados a grupos sulfo-
nicos. Os trés corantes sdo aplicados em produtos de consumo direto, como laticinios, balas,
gomas, iogurtes, frutas em caldas e sucos, o que reforca a necessidade de acompanhamento
de sua presenca em efluentes da industria alimenticia.

O azul de indigotina, também chamado indigo carmim, é empregado em balas, gomas
de mascar, iogurtes e refrescos em pd, com ingestéo diaria aceitavel de 5,0 mg kg™ segundo a
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA); o amarelo tartrazina confere cor
amarelo-limao a sucos, sopas, geleias e sorvetes, com ingestéo diaria aceitavel de 7,5 mg kg™,
e 0 ponceau 4R dé tonalidade vermelha a alimentos e cosméticos (Cabral, 2022).

Embora autorizados para uso alimenticio, esses corantes apresentam toxicidade: o azul
de indigotina causa irritagdes na pele e nos olhos, o amarelo tartrazina estéd associado a reagoes
alérgicas como urticaria e asma em individuos sensiveis (Cabral, 2022), e o ponceau 4R é
proibido em alguns paises por suspeitas de carcinogenicidade. A presenca desses compostos

em efluentes industriais representa risco ambiental, pois suas estruturas cromoforas resistem
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a biodegradagao em sistemas convencionais de tratamento e reduzem a penetragéo de luz em
corpos hidricos (Castillo-suarez et al., 2023b).

Diferentes tecnologias tém sido investigadas para a remocao de corantes sintéticos em
efluentes, com énfase em wetlands construidos, processos adsortivos e degradacao enzimatica
pela lacase, cujas condi¢cdes operacionais e resultados principais estdo reunidos no Quadro 4.

Quadro 4 - Estudos sobre remocao de corantes sintéticos em diferentes sistemas de tratamento.

Referéncia Corante / matriz | Sistema e condicoes Principal resultado
Dogdu e Yalcuk | Efluente de tingi- | Wetland construido, influén- | Remocéao dependente da
(2016) mento com indigo | cia do substrato composi¢do do meio su-

porte

Hussein e Scholz
(2017)

Corantes téxteis

Wetland de fluxo vertical

Remocao superior a 80%

Cabral (2022)

Azul de indigotina,
amarelo tartrazina
e ponceau 4R

Carvao ativado de casca de
maracuja

Eficiéncias de 99,87%,
52,51% e 67,90%, res-
pectivamente

Leonties et al
(2022)

Azul de indigotina
e verde naftol B

Lacase de Trametes versico-
lor imobilizada em microesfe-
ras de quitosana-acido polia-
crilico

Descoloracdo ~90% em
10 min, 2,4 vezes mais ra-
pida que a enzima livre,
com retencao de 72% da
atividade

Benny e Chakra-
borty (2023)

Corantes téxteis

Wetlands horizontais e verti-
cais com residuos organicos
como meio suporte

Bons resultados na remo-
¢ao de cor

Jayalakshmi, Soun-
daranayaki e Kan-

Azul de metileno

Wetland vertical

Remocéo satisfatoria

nan (2023)
Jeyabalan et al. | Corantes azo (re- | Lacase livre e imobilizada Comparagdao de formas
(2023) visao) de aplicacao enzimatica

Hordieieva et al.

Azul de indigotina

Lacase de Trametes ver-

Descoloragao completa

sicolor + mediador redox
TEMPO, temperatura ambi-
ente, pH neutro

(2023)

Fonte: Autoria propria (2026).

Os estudos reunidos no Quadro 4 mostram que a remog¢ao de corantes varia conforme o
sistema adotado e as condigdes operacionais. Os wetlands construidos apresentam desempe-
nho influenciado pelo tipo de substrato e pela configuracao do fluxo (Dogdu; Yalcuk, 2016; Hus-
sein; Scholz, 2017; Benny; Chakraborty, 2023; Jayalakshmi; Soundaranayaki; Kannan, 2023),
enquanto a adsorgao em carvao ativado alcancga eficiéncias elevadas, porém variaveis conforme
o corante tratado (Cabral, 2022), e a degradacao enzimatica pela lacase se destaca pela rapi-
dez e pela adaptabilidade a diferentes condi¢cbes de pH e temperatura (Leonties et al., 2022;
Hordieieva et al., 2023; Jeyabalan et al., 2023).

A combinagao dessas evidéncias fundamenta o uso do azul de indigotina como corante
modelo no presente trabalho, pois suas propriedades fisico-quimicas, apresentadas no Qua-
dro 5, sdo compativeis com 0 acompanhamento espectrofotométrico da atividade enzimatica da
lacase.
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Quadro 5 - Propriedades e caracteristicas do corante azul de indigotina.
Corante Azul de Indigotina

Férmula Quimica ClﬁHSNQNaQOSSQ
Massa Molar (g mol™) 466,35
Color Index 73015

N° CAS de identificagao 860-22-0

A max. de absorbancia (nm) 610

=
&

15558 A

Estrutura quimica tridimensional

I0oO0czon

20517 A

Fonte: Adaptado de Cabral (2022).

O Quadro 5 apresenta a férmula quimica C1gHgN2Na,0OgS,, a massa molar de 466,35 g
mol ™, o Color Index 73015, o nimero CAS 860-22-0, o comprimento de onda de absorbancia
maxima em 610 nm e a estrutura tridimensional da molécula, com dimensdes de 15,558 A por
20,517 A, dados Uteis para a quantificagdo do corante por espectrofotometria na regio visivel.

A estrutura quimica do azul de indigotina permite sua oxidacao pela lacase, que resulta
em perda de cor quantificavel por espectrofotometria na regiao visivel, e entre os corantes ali-
menticios permitidos no Brasil € o Unico que também é aplicado na industria téxtil, fato que
explica a maior disponibilidade de estudos sobre sua degradacao (Cabral, 2022). O emprego
de um corante alimenticio como modelo permite ainda avaliar a acao enzimética sobre compos-
tos cromo6foros sem a complexidade analitica associada a micropoluentes como hormdnios ou

farmacos.

3.5 A enzima lacase

A lacase (EC 1.10.3.2) é uma oxidase multicobre que catalisa rea¢des de oxidagdo em
substratos fenélicos e aromaticos, pois o0 oxigénio molecular atua como aceptor final de elétrons
durante o ciclo catalitico e € reduzido a 4gua, e entre os principais produtores dessa enzima
estao os fungos ligninoliticos dos géneros Trametes e Pleurotus, embora também sejam obser-
vados registros em plantas e bactérias (Arregui et al., 2019).

A estrutura da enzima é composta por quatro atomos de cobre distribuidos em trés
centros, sendo o0 T1 o responsavel pela cor azul caracteristica e pelo maior potencial redox, com
absorbancia maxima em 610 nm, enquanto os centros T2 e T3 formam um cluster trinuclear no
qual ocorre a reducdo do oxigénio. O cobre T1 é coordenado por dois residuos de histidina e
um de cisteina, ao passo que os centros T2 e T3 estdo ligados a cadeias laterais de histidina,
conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4 — Coordenacao dos centros de cobre no sitio catalitico da lacase.

Fonte: Arregui (2019).

A Figura 4 ilustra a coordenagdo dos centros de cobre no sitio catalitico da lacase: o
centro T1, coordenado pelos residuos H395, C453 e H458, ocupa a regido de entrada dos
elétrons, enquanto o cluster trinuclear, formado pelos centros Cu2, Cu3a e Cu3(3, se localiza na
extremidade oposta, coordenado pelos residuos H64, H66, H109, H111, H398 e H400, préximo
a molécula de H,O liberada ao final da reacéo.

Durante a oxidagado do poluente, o centro T1 extrai um elétron do substrato e reduz
Cu® a Cu*, e os elétrons migram em seguida para o cluster trinuclear, onde a acumulacéo de
quatro elétrons permite a redugéo do O, a duas moléculas de agua, reagado na qual os grupos
carboxilato dos acidos aspartico e glutamico fornecem os atomos de hidrogénio necessarios
(Dong et al., 2023), como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Mecanismo de interacao da lacase com o poluente pelo fluxo de elétrons do substrato
a molécula de H,0.

* Acido aspértico e acido glutamico

Po_luente Grupo carboxilato
ricoem
elétrons (e”) e Oxidacdo l
O, +4H*+4e"— 2H,0
TNC H Mecanismo de transferéncia de
L His T1 Cu:m elétrons da enzima lacase durante
interagao com os poluentes
Redugao @ @
~ \z’/\:’/ n
T1Cu* T2 Cu T3 aCu T3BCu

Cluster TNC

Fonte: Adaptado de Dong (2023).

A Figura 5 detalha o fluxo de elétrons da molécula de substrato a molécula de agua,
com a oxidacéo do poluente rico em elétrons no centro T1 Cu?*, a transferéncia sequencial
pelos centros T1 Cu*, T2 Cu, T3 aCu e T3 Cu do cluster trinuclear (TNC) e a redugao final
do O, a 2H,0 pela combinagdo de quatro elétrons e quatro prétons, mediada pelos grupos
carboxilato dos acidos aspartico e glutamico.

As condigbes do meio reacional afetam diretamente a atividade catalitica da lacase: o pH
6timo das lacases fungicas situa-se entre 3,0 e 6,0, conforme a origem da enzima e o substrato
avaliado, e valores muito acidos aumentam a oxidagao de fendis, porém reduzem a estabilidade
da proteina ao longo do tempo (Auriol et al., 2007). As temperaturas entre 25 e 60 °C favorecem
a atividade enzimatica, com queda em valores superiores; salinidade elevada e presenca de
metais pesados podem provocar inibicao parcial ou desnaturacdo, enquanto mediadores redox
como o ABTS permitem a oxidacdo de compostos recalcitrantes que nao reagem diretamente
com o sitio ativo (Rodriguez-couto, 2024).

A acgdo da lacase se estende a varias classes de compostos encontrados em efluen-
tes. Nos fendis, a oxidacdo é direta e origina produtos polimerizados que precipitam e sao
removidos por sedimentacdo. Os horménios esteroides, a exemplo do 175-estradiol e do 17a-
etinilestradiol, sofrem degradacao pela enzima, o que diminui a atividade estrogénica do efluente
tratado (Auriol et al., 2007; Bliss et al., 2022). Para corantes téxteis e alimenticios das classes
azo e indigoide, a literatura relata descoloracao pela via enzimatica com eficiéncias acima de
80% (Jayalakshmi; Soundaranayaki; Kannan, 2023; Rajendran; Kalairaj; Senthilvelan, 2024).

Arregui et al. (2019) revisaram a estrutura e as aplicagdes da enzima no tratamento
de aguas e ressaltaram sua capacidade de oxidar compostos fenélicos com uso exclusivo de
oxigénio como aceptor de elétrons e liberagdo de 4gua como Unico subproduto, enquanto Jeya-
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balan et al. (2023) compararam o desempenho da lacase livre e imobilizada na descoloragéo
de corantes e apontaram que a imobilizacao confere maior estabilidade operacional e permite a
reutilizagdo em multiplos ciclos, embora com possivel perda parcial de atividade.

Rodriguez-Couto (2024) discutiu a aplicacao de lacase imobilizada em biorreatores de
leito fixo e leito fluidizado, com estabilidade operacional mantida por periodos prolongados, em
alguns casos superiores a 75 horas de operacao continua, o que viabiliza a aplicagao da enzima
em escala ampliada.

O custo de obtengéo da lacase pode ser reduzido pelo uso de residuos agroindustriais
como substrato para cultivo fungico, pois o0 bagaco de cana, o bagago de uva e a casca de arroz
fornecem nutrientes e indutores para a sintese enzimatica, e Trametes villosa cultivado nesses
substratos produz lacase com atividade comparavel a de preparacdes comerciais (Riedi, 2019;
Torres, 2021).

Em algumas matrizes, porém, a lacase na forma livre apresenta limitacdes, pois a con-
centracao elevada de matéria organica compete pelos sitios ativos e reduz a eficiéncia da de-
gradacao dos compostos-alvo, enquanto o fluxo hidraulico arrasta a enzima e diminui o tempo
de contato com os poluentes. A imobilizacdo em suportes sélidos confere maior estabilidade tér-
mica e operacional, além de permitir o reuso do biocatalisador em multiplos ciclos (Fernandez-
fernandez; Sanroman; Moldes, 2013; Kujawa et al,, 2021a), e entre as opg¢des disponiveis
destacam-se os materiais ceramicos porosos, que oferecem area superficial para ancoragem
enzimatica e podem ser incorporados ao leito filtrante de wetlands construidos (Silva, 2023).

3.6 Producao de lacase em meio liquido com residuos agroindustriais

Os fungos do género Trametes estao entre os principais produtores de lacase estuda-
dos para aplicacdes biotecnolégicas, pois espécies como T. versicolor, T. hirsuta, T. pubescens e
T. villosa secretam multiplas isoformas da enzima em meios de cultivo com compostos fendlicos
e lignina, sendo T versicolor a mais estudada e comercializada, com prepara¢des enzimati-
cas disponiveis em catalogos de fornecedores de reagentes. A espécie T. villosa, por sua vez,
destaca-se por caracteristicas vantajosas para producéo em larga escala, conforme apresen-
tado na Figura 6.
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Figura 6 — Macro morfologia de Basidioma - Superficie abhimenial e himenoforal de Trametes
villosa.

Fonte: Fernandes (2024).

Na Figura 6 é possivel observar a morfologia macroscopica do basidioma de T. villosa,
composta por duas superficies distintas: a esquerda, a superficie abhimenial exibe zoneamento
concéntrico de coloracao castanho-amarelada e textura aveludada caracteristica da espécie;
a direita, a superficie himenoforal apresenta poros bem definidos dispostos de forma regular,
estrutura responsavel pela liberacdo dos esporos. Essa espécie apresenta rapido crescimento
micelial e boa tolerancia a variacdes de pH e temperatura durante o cultivo, atributos que favo-
recem sua aplicacdo em escala ampliada (Arregui et al., 2019).

Estudos realizados na UTFPR tém avaliado a producao de lacase por T. villosa em di-
ferentes substratos agroindustriais, com Riedi (2019) caracterizando as isoformas enzimaticas
produzidas e avaliando técnicas de imobilizacao, Torres (2021) otimizando condi¢des de cultivo
para maximizar a atividade no extrato bruto, e Silva et al. (2024) comparando o desempenho
da enzima produzida com a lacase comercial de T. versicolor em ensaios de degradacéo de
compostos recalcitrantes, com resultados comparaveis em condi¢cdes controladas; o conjunto
desses trabalhos consolida uma base de conhecimento sobre a producéo e aplicacdo da en-
zima no contexto de tratamento de efluentes.

Os residuos agroindustriais fornecem carbono, nitrogénio e compostos fenélicos que in-
duzem a sintese da lacase, com destaque para o bagago de cana-de-agucar, abundante no
Brasil em razao da producgao de etanol e agucar, o bagaco de uva, residuo da industria vini-
cola rico em polifendis que atuam como indutores naturais, e a casca de arroz, subproduto do
beneficiamento de graos que fornece lignina e celulose para o crescimento fungico.

Combinagdes desses residuos alcangam atividades superiores a 4000 U L™ em culti-
vos otimizados de T villosa (Riedi, 2019; Torres, 2021), e 0 aproveitamento desses materiais
reduz os custos de producdo e valoriza residuos que, de outro modo, seriam descartados ou
subutilizados.

A producao da lacase por fungos da podriddo branca pode ser conduzida por fermen-
tacdo submersa (FS) ou fermentacao em estado sélido (FES): na FS, o cultivo ocorre em meio
liquido sob agitacédo orbital, o que facilita o controle de pH e temperatura, e na FES, o fungo
cresce sobre substratos semissélidos Umidos em condigdes que simulam seu habitat natural, o

que tende a aumentar a produtividade enzimatica e a reduzir os custos operacionais no caso do
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género Trametes, pois a lignina presente no substrato atua como indutor natural (Wang et al.,
2022; Osma; Toca-herrera; Rodriguez-couto, 2011).

A temperatura de cultivo € mantida entre 25 e 30 °C, faixa adequada para fungos meso-
filicos, e o tempo de fermentacéo varia entre 7 e 14 dias. Indutores metalicos e ndo metalicos
ampliam a producéo da lacase, com destaque para os ions Cu®*, componente estrutural do sitio
ativo da enzima, cujas concentragcdes entre 0,5 e 2,0 mM de sulfato de cobre elevam a atividade
enzimatica no extrato final.

Compostos fenélicos como acido ferulico, &cido vanilico e siringaldazina também atuam
como indutores, pois estimulam a transcricdo dos genes da lacase, e o etanol em baixas con-
centracdes (1 a 3% v/v) pode ser adicionado como indutor complementar, sendo a combinagéo
de indutor metdlico com indutor fendlico geralmente responsével por efeito sinérgico, com ativi-
dades superiores as obtidas pela indugéo isolada (Rodriguez-couto, 2024).

Ap6s o periodo de cultivo, 0 meio fermentado é separado do micélio por filtragdo em
papel ou centrifugacéo, e o liquido sobrenadante constitui o extrato enzimatico bruto, que con-
tém lacase e outras proteinas secretadas pelo fungo. O armazenamento sob refrigeracdo a
4 °C preserva a atividade por algumas semanas, enquanto o congelamento a —18 °C estende a
conservagao por meses.

A quantificacdo da atividade enziméatica € realizada pelo método colorimétrico com ABTS
(2,2’-azino-bis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato]) como substrato, pois o ABTS oxidado apre-
senta coloragéo verde-azulada com absorbancia maxima em 420 nm, o que permite 0 acompa-
nhamento espectrofotométrico da reagao, com os resultados expressos em Unidades de Ativi-
dade (U mL™"), definidas como a quantidade de enzima que oxida 1 umol de ABTS por minuto
nas condicdes do ensaio (Bourbonnais; Paice, 1990).

A producao de lacase a partir de residuos agroindustriais apresenta vantagens econé-
micas e ambientais, pois o custo dos substratos é baixo em comparagdo a meios de cultivo
formulados com reagentes analiticos, e os residuos lignoceluldsicos estao disponiveis em gran-
des quantidades no Brasil, o que facilita o escalonamento da producao. A enzima obtida no
extrato bruto pode ser aplicada diretamente em sistemas de tratamento, sem necessidade de
purificacao extensiva que elevaria os custos, condigdo que viabiliza o uso da lacase em wetlands
construidos e outros sistemas descentralizados, nos quais grandes volumes de biocatalisador

Sa0 necessarios e preparagdes comerciais seriam economicamente inviaveis.

3.7 Imobilizacao da lacase

A lacase livre perde atividade catalitica ao longo do tempo quando aplicada no trata-
mento de alguns efluentes, pois variagcdes de pH e temperatura, presenca de compostos ini-
bidores e arraste pelo fluxo hidraulico comprometem seu desempenho, e a imobilizacdo em
suportes sélidos atenua essas limitacdes ao manter a enzima ancorada no sistema, preservar
a atividade por periodos mais longos e viabilizar o reuso em ciclos sucessivos (Fernandez-

fernandez; Sanroman; Moldes, 2013). O suporte pode ainda ser incorporado ao leito filtrante
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de wetlands construidos, 0 que associa a remocao fisica a degradacado enzimatica no mesmo
sistema.

Ceramicas, silicas, aluminas e polimeros estdo entre os materiais empregados como
suporte para imobilizacdo enzimatica (Kujawa et al., 2021a), e a porosidade e a area superfi-
cial desses materiais condicionam tanto a quantidade de enzima fixada quanto o acesso dos
substratos ao sitio ativo, pois poros de dimensdes reduzidas dificultam a difusdo de moléculas
volumosas, enquanto poros amplos demais comprometem a area disponivel para ancoragem.

A presenca de grupos funcionais na superficie do suporte viabiliza a ligacdo enzima-
suporte por mecanismos distintos, ao passo que a resisténcia mecanica do material previne
sua fragmentacao ao longo da operacao, fatores que, somados a granulometria e a estabilidade
quimica, determinam a durabilidade do biocatalisador imobilizado.

Entre os métodos de fixagdo da lacase em suportes sélidos, a adsorgao fisica atua por
meio de interacoes eletrostaticas e forcas de Van der Waals, sendo simples e de baixo custo,
porém com risco de liberacdo da enzima durante a operagao, ao passo que a ligacao covalente
forma pontes quimicas entre o suporte e a enzima e aumenta a retengao e a estabilidade, com
o glutaraldeido como agente mais empregado para esse fim.

O encapsulamento aprisiona a enzima em redes poliméricas e a protege de condi¢des
adversas, enquanto o método sol-gel forma matrizes inorganicas ao redor da molécula enzima-
tica, com preservacgao da atividade catalitica em ambientes agressivos (Fernandez-fernandez;
Sanroman; Moldes, 2013; Rodriguez-couto, 2024).

3.8 Wetlands construidos no tratamento de corantes alimenticios

No Quadro 6 sédo apresentadas técnicas de imobilizagdo usadas para lacases de dife-
rentes fontes, com dados de eficacia, vantagens operacionais e remocao de poluentes.



Quadro 6 — Técnicas de imobilizagdo empregadas para lacases na degradacao de poluentes.

Fonte da la-|Método de imobiliza-|Carga de la-|Eficacia |Beneficios da imobiliza-|Aplicacao Eficiéncia de biode-| Referéncia
case cao case de imo-|cao gradacao
bilizacao

Aspergillus |Covalente em PET|28,49 mg g'|n.m. Estabilidade de pH au-|Degradacdo de|58,80% para cristal{Lou et al.
sp. amino-funcionalizado |(lacase bruta); mentada em pH acido, |cristal violeta, |violeta, 64,82% para|(2023)

com estrutura metal-|40,97 mg g maior afinidade pelo subs-|verde malaquita, |verde malaquita,

organica  UiO-66(Zr)—|(lacase pura) trato e grande reciclabili-|verde alizarina €|61,61% para verde

NH, e adsorgéo fisica dade laranja de metila |alizarina, 21,12%

do mediador ABTS para laranja de metila

em 24 h
Folhas  de|Aprisionamento  fisico|2,3 ug 98% Alta termoestabilidade, to-|Descoloragdo do|100% em 8 h Jaiswal et al.
Carica pa-lem esferas de quito- lerdncia a metais, solven-|corante sintético (2016)
paya sana tes, melhor remogéo de|indigo carmim
corantes

Lacase co-|Co-imobilizagdo de la-|10 LAMU g n.m. Estabilidade contra irra-|Oxidacao fotoca-|87,47% (fenol), 100%|Zhou et al.
mercial (NO-|case com CTF modifi- diagdo de luz azul, es-|talitica e enzim&-|(indol), 100% (NP),|(2023)
VOZYME) |cado com PEG em esfe- tabilidade de pH melho-|tica de poluentes|69,59% (4-CP),

ras de gel de alginato de rada, fotocatélise e oxida-|fendlicos 80,38% (2,4-DCP) e

calcio dopado com Cu ¢ao enzimatica de poluen- 100% (BPA)

tes fenolicos

Lacase Particulas magnéticas|1 mg mL™ 79,1% Alta estabilidade operaci-|Degradagcdo de|81,9% (ANT) e|Deng et al
comercial de Fe30O4 revestidas onal, reusabilidade e fa-|HPAs, ANT e BAP|69,2% (BaP) em 48 h|(2022)
(SIGMA, com quitosana cil recuperacdo magnética
EUA) da enzima

LE



Quadro 6 — Técnicas de imobilizacao empregadas para lacases na degradacao de poluentes. Continuacao

Fonte da la-| Método de imobiliza-|Carga da la-|Eficacia |Beneficios da imobiliza-|Aplicacao Eficiéncia de biode-|Referéncia
case cao case de imo-|cao gradacao
bilizacao
Coriolopsis |Agregados enzimaticos|148 U g 60,2% Resistente a protease,|Remocdao de NP, |>95%, 150 min de|Cabana et
polyzona reticulados usando NaN3z, EDTA, metanol e |bisfenol A e triclo-|tempo de residéncia |al. (2007)
PEG como precipitante, acetona, alta termorresis-|{san em FBB em
GA como agente re- téncia modo continuo
ticulante, BSA como
estabilizador
Trametes Imobilizacdo covalente|39,9 mg g 53,1% Atividade em pH acido|Remocédo de ini-|9,8% para vani-|Li et al
versicolor  |de lacase com glutaral- e ampla faixa de tempe-|bidores fendlicos|lina, 67,3% para|(2022)
deido em nanoparticu- ratura, excelente estabili-|em hidrolisado |siringaldeido, 100%
las magnéticas modifi- dade de armazenamento |lignocelulésico para acido ferulico
cadas com acido tani- e reusabilidade satisfato-|(vanilina, sirin-|e 38,5% para acido
co/polietilenoimina ria galdeido,  &cido|p-cumarico
ferulico e 4&cido
p-cumarico)
Trametes Adsorcao idnica de la-|27,91 mg g™’ 129% Aprimoramento biocatali-|Degradacdo dos|88,58% apdés 96 h|Mares et al.
versicolor ~ |case em celulose fun- tico, natureza renovavel e|corantes  verde |para verde malaquita, | (2022)
cionalizada com lisina biodegradavel do material|malaquita e in-{99% para indigo car-
zwitteridnica imobilizante digo carmim em|mim apéds 72 h
solugbes aquosas
Trametes Encapsulacdo de la-{n.m. n.m. Melhor estabilidade de pH|Descoloragédo €|72% para Reactive|Gao et al.
versicolor ~ |case em nanoparticulas e térmica (60% a 35 °C;|destoxificacdo do|Blue 19, 80% para|(2022)

vault

40% a 45 °C apos 6 dias),
reducdo da toxicidade da
solucédo de corante e me-
nor inibicdo de diversas
fungdes celulares em va-
rios organismos

corante antraqui-
nona Reactive
Blue 19 e co-
rantes azo Acid
Orange 7

Acid Orange 7

8¢



Quadro 6 — Técnicas de imobilizacao empregadas para lacases na degradacao de poluentes. Continuacao

Fonte da la-|Método de imobiliza-|Carga da la-|Eficacia |Beneficios da imobiliza-|Aplicacao Eficiéncia de biode-|Referéncia
case cao case de imo-|cdo gradacao
bilizacao
Trametes Adsorgao/adsorcao- 1,71 mg mL"{n.m. Excelente reusabilidade e|Degradacdao de|97,70%  (A/lac@A-{Wang et al.
versicolor reticulacédo/ligacéo (A/lac@A- estabilidade verde malaquita |MB), 98,77% (A-|(2022)
covalente em biocarvao |MB), 1,77 C/lac@A-MB) e
modificado com alcali |[mg mL"' (A- 97,86% (CB/lac@A-
C/lac@A-MB), MB)
0,77 mg mL"’
(CB/lac@A-MB)
Trametes Esferas de Amberlite IR-|2—6 mg mL" 78,7% Matriz barata, melhor|Uso projetado em|n.m. Spinelli et al.
versicolor 120 H estabilidade operacional, |biorremediacéo (2013)
térmica e de armazena-
mento
Trametes CLEAs reticulados com|2 mg mL™ >15% |Alta afinidade pelo|Uso projetado na|n.m. Hong et al.
versicolor  |genipina como agente substrato, estabilidade |industria (2021)
reticulante e BSA como térmica, estabilidade de
alimentador de aminoé- pH, baixa toxicidade, alta
cidos biocompatibilidade
Trametes Co-imobilizagdo  com|10 mg (20 mg)™' |n.m. Alta degradacédo de polu-|Degradacédo de|98,3% Jia et al
versicolor  |acetossiringona via entes e reducgéao de fitoto-|2,4,5-triclorofenol (20223,
BC funcionalizada e xicidade 2022b)
regenerada enxertada
com grupos epoxi e
catecol de metacrilato
de glicidila e dopamina

Nota: BC: celulose bacteriana; BSA: albumina sérica bovina; FBB: biorreator de leito fluidizado; PEG: polietilenoglicol; GA: glutaraldeido; NP: nonilfenol; HPAs: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos; ANT: antraceno; BAP: benzo[a]pireno;

Fonte: Dong et al. (2023).

PET: polietileno tereftalato; CP: 4-cloro-fenol; DCP: 4-diclorofenol; BPA: bisfenol A; n.m.: ndo mencionado.

6€
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Os materiais ceramicos figuram entre os principais candidatos para imobilizacao enzi-
mética, pois resistem a esforcos mecanicos, suportam variagdes de temperatura e apresentam
porosidade natural, e os residuos da construcao civil, como tijolos, placas de gesso e concreto
aerado, relinem essas propriedades a baixo custo e ampla disponibilidade. Kujawa et al. (2021a)
testaram cerémicas porosas funcionalizadas com aminosilanos e obtiveram boa retengéo de la-
case, enquanto Silva (2023) avaliou ceramica vermelha, concreto autoclavado e compdésito de
concreto como meio suporte em wetlands construidos, materiais que podem atuar simultanea-
mente como meio suporte e suporte enzimatico.

A funcionalizagdo do suporte melhora sua capacidade de reter a enzima, processo ini-
ciado pela lavagem prévia para remogao de impurezas, seguida do tratamento com APTES
(3-aminopropiltrietoxisilano), que introduz grupos amino na superficie, e da reacao com gluta-
raldeido, que forma ligacdes covalentes entre esses grupos e as aminas da enzima. O suporte
funcionalizado é entao incubado com solugao enzimatica por 2 a 24 horas, apés o que se pro-
cede a lavagem para remocao da enzima nao ligada.

As pesquisas realizadas na UTFPR tém avaliado a imobilizagdo da lacase de Trametes
villosa em diferentes suportes, com Riedi (2019) caracterizando as isoformas enzimaticas pro-
duzidas pelo fungo e testando técnicas de imobilizagdo por adsorgéo e ligagao covalente, com
rendimentos entre 40 e 60%, enquanto Torres (2021) otimizou as condigbes de cultivo para pro-
ducao da enzima em residuos agroindustriais e Silva et al. (2024) compararam o desempenho
da lacase produzida com a enzima comercial de T. versicolor em ensaios de degradacao de
compostos recalcitrantes.

Braga et al. (2024) ampliaram essa linha de investigacdo ao avaliar a imobilizagdo da
lacase produzida por monocultura e por cocultura de T. villosa e Pycnoporus sanguineus para
degradacao de ciprofloxacino, o que demonstrou a aplicabilidade da enzima imobilizada no tra-
tamento de farmacos, e o conjunto desses estudos consolida uma base de conhecimento sobre
producao, caracterizacdo e imobilizacdo da lacase de T. villosa para sistemas de tratamento de
efluentes.

A avaliacdo do desempenho de um suporte e de um método de imobilizagdo apoia-
se em quatro parametros principais: a carga proteica, que indica a massa de enzima fixada
por grama de suporte; o rendimento de imobilizacdo, dado pela raz&o entre a atividade da
enzima imobilizada e a atividade inicialmente oferecida; os ensaios de reuso, que verificam
a manutencao da atividade catalitica em bateladas sucessivas; e os testes de lixiviagao, que
monitoram a perda de proteina para o meio liquido (Jeyabalan et al., 2023).

3.9 Residuos da construcao civil como suporte

O setor da construcao civil gera grandes volumes de residuos sélidos no Brasil, com
produgao superior a 80 milhées de toneladas por ano de residuos da constru¢do e demoligao
(RCD), dos quais apenas uma fracao é reciclada ou reaproveitada (Associacao Brasileira de
Residuos e Meio Ambiente (ABREMA), 2025). A maior parte desses residuos é composta por
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tijolos ceramicos, concreto, argamassa, gesso e materiais de acabamento, cujo descarte ina-
dequado ocupa espago em aterros e pode contaminar solo e agua, conforme se observa na
Figura 7.

Figura 7 — Acondicionamento de residuos na construcao civil.

onte: Votorantim Clméhts (20.

Na Figura 7 é apresentado o acondicionamento tipico de residuos da construgao civil
em obras urbanas, com fragmentos de concreto, tijolos ceramicos e argamassa dispostos em
cacamba metalica de coleta. O aproveitamento desses materiais em sistemas de tratamento de
efluentes é uma alternativa para reduzir o volume descartado e agregar valor a materiais que
seriam desperdigados.

A ceramica vermelha, o concreto e 0 gesso tém sido estudados como meio filtrante em
wetlands construidos, pois apresentam origens e caracteristicas distintas: a ceramica vermelha
provém de tijolos, telhas e revestimentos descartados; o concreto inclui residuos de estruturas,
pisos e elementos pré-moldados; e 0 gesso é gerado em obras de acabamento e divisérias in-
ternas, e cada um desses materiais apresenta propriedades fisicas e quimicas que influenciam
seu desempenho no tratamento de efluentes (Silva, 2023).

A cerémica vermelha possui estrutura porosa formada durante a queima da argila, com
area superficial elevada que favorece a adsorgcao de compostos e o desenvolvimento do biofilme,
e sua composi¢ao mineraldgica inclui 6xidos de ferro e aluminio, que participam de reac¢oes de
adsorcao e precipitagao de fésforo. Os mecanismos envolvidos na interacao entre a ceramica
vermelha e o fosfato em solugao aquosa estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8 — Mecanismos propostos para adsorcao e dessorcao de fosfato em solucao aquosa
sobre adsorventes ceramicos.
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Fonte: Adaptado de Cabral (2021).

Na Figura 8 sao ilustrados os mecanismos propostos para a adsorcio e dessorcao de
fosfato em trés ceramicas adsorventes: a ceramica vermelha bruta (RC), na qual predominam
a troca de ligantes com AI**, a troca iénica com OH e a repulséo eletrostatica devido a carga
negativa da superficie em pH superior ao ponto de carga zero; e as ceramicas pré-ativadas
com cal dolomitica (CAC e TCAC), nas quais a presenca de Ca?* introduz mecanismos adici-
onais de atracao eletrostatica e precipitagcao superficial de fosfatos de calcio, com aumento da
capacidade adsortiva de 2,27 mg g na ceramica bruta para 22,28 mg g na ceramica tratada
termoquimicamente (Cabral et al., 2021).

Cabral et al. (2021) observaram ainda que os tratamentos térmicos e quimicos da ce-
rdmica vermelha ampliam a eficiéncia de remogéao do fésforo, e que a resisténcia mecénica do
material permite seu uso prolongado em leitos filtrantes sem fragmentagcao excessiva.

O concreto apresenta estrutura densa com porosidade varidvel conforme a formulagao
original, e quando autoclavado exibe maior porosidade em razao das bolhas de ar incorporadas
durante a fabricacao, caracteristica acompanhada de composicao alcalina rica em hidréxidos
de calcio que favorece a precipitagdo de fésforo e pode elevar o pH da agua do cérrego em
contato com o material. Silva (2023) avaliou concreto autoclavado como substrato em wetlands
e observou remocao de nutrientes associada tanto a adsor¢ao quanto a precipitacao quimica, e
a disponibilidade desse residuo em obras urbanas facilita a obtengéo de grandes volumes para
aplicacao em sistemas descentralizados.

O gesso é composto principalmente por sulfato de célcio di-hidratado (CaSO,-2H,0)
(Barbosa; Ferraz; Santos, 2014), com solubilidade moderada em agua (~2,0-2,5 g L' a 25 °C)
que libera ions calcio (Ca?*) e sulfato (SO,?) para a matriz aquosa em contato com o material
(Bock, 1961), caracteristica vantajosa para a precipitacao de fosforo, porém que exige monito-
ramento para evitar dissolugdo excessiva ao longo do tempo.
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As placas de gesso acartonado sdo geradas em grande quantidade em obras de acaba-
mento, com consumo no Brasil em crescimento de cerca de 25% em 2020 e aproximadamente
73 milhdes de m? de chapas em 2019 (Souza, 2023), e a principal fonte de perda ocorre nas ati-
vidades de corte para instalacao do sistema drywall, com variacdes entre 10 e 12% nos Estados
Unidos (Neto, 2005; Cavalcanti; Pévoas, 2016).

No conjunto das etapas de producdo, construcdo e demolicdo, cerca de 15 milhdes
de toneladas de residuos de placas de gesso sdo descartadas em aterros anualmente em
nivel mundial, o que torna esse material o segundo maior contribuinte no fluxo de residuos
da construgao civil, atras apenas dos materiais argilosos (Godinho-castro et al., 2012), e Souza
(2023) avaliou placas de gesso como substrato em wetlands de fluxo vertical e caracterizou os
mecanismos de remog¢ao de nutrientes.

O preparo dos RCD para uso em sistemas de tratamento envolve as etapas de sele¢ao,
britagem, lavagem e classificagdo granulométrica, com descarte prévio dos materiais conta-
minados com tintas, solventes ou outros produtos quimicos. A britagem reduz o tamanho das
pecas para faixas entre 10 e 50 mm, a lavagem remove finos e impurezas soluveis que po-
deriam colmatar o sistema, e o peneiramento separa as fracbes por tamanho, o que permite
compor camadas com granulometrias distintas no leito e garantir uniformidade do material e
previsibilidade do desempenho hidraulico (Silva, 2023).

Os estudos com RCD em wetlands de fluxo vertical relatam bons resultados de remogao,
com Silva (2023) observando eficiéncia de remocao de DQO superior a 70% e reducao das
concentracdes de nitrogénio amoniacal e fosforo total nos trés substratos testados (ceramica
vermelha, concreto autoclavado e compdsito de concreto) no tratamento de matéria organica,
nutrientes e horménios, enquanto Souza (2023) obteve remocéao satisfatéria de nutrientes com
0 uso de placas de gesso como meio suporte, resultados que apontam para a viabilidade de
substituir agregados convencionais como brita e areia em sistemas descentralizados.

O uso dos RCD em sistemas de tratamento atende aos principios da economia circular,
pois residuos que seriam descartados em aterros passam a exercer funcao util, o que reduz a
demanda por extracdo de agregados minerais virgens, € o custo de obtengéo é baixo ou nulo
quando os materiais sdo retirados diretamente de obras ou centrais de reciclagem. A logistica
de transporte também ¢é simplificada em contextos urbanos, nos quais a geracdo dos RCD
ocorre préxima aos locais de aplicacdo, o que contribui para a sustentabilidade do setor de
saneamento, sobretudo em sistemas descentralizados que atendem comunidades com recursos
limitados (Associagao Brasileira de Residuos e Meio Ambiente (ABREMA), 2025).

Além da funcdo como meio suporte, os RCC apresentam potencial como suporte para
imobilizacdo de enzimas, conforme discutido na Secéo 3.7, pois a porosidade e a area su-
perficial dos materiais cerdmicos favorecem a ancoragem de proteinas apés funcionalizagao
adequada, e essa dupla fungao permite integrar a remocao fisica dos poluentes a degradacao
catalitica no mesmo sistema, o que amplia as possibilidades de aplicagdo dos RCD no trata-
mento de efluentes.
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3.10 Integracao de lacase em wetlands construidos

Os wetlands construidos removem de forma eficiente a matéria organica biodegradavel
e 0s nutrientes, porém apresentam limitagdes frente a compostos recalcitrantes como coran-
tes sintéticos, farmacos e horménios esteroides, cujas estruturas moleculares estaveis resistem
a degradagéo microbiana convencional e permanecem no efluente tratado em concentragbes
baixas, ainda assim capazes de causar efeitos adversos em organismos aquaticos. A incorpo-
racéo de processos cataliticos a esses sistemas configura-se como alternativa para ampliar a
capacidade de remocao sem aumento expressivo da complexidade operacional.

A lacase apresenta capacidade comprovada de degradacao de micropoluentes em ma-
trizes aquosas, conforme demonstrado por Auriol et al. (2007), que obtiveram remogao completa
de estrona, estradiol, estriol e etinilestradiol em esgotos sanitarios com atividade enzimatica de
20 U mL™, e por revisbes recentes que indicam eficiéncias de descoloracdo de até 90% em
sistemas lacase-mediador aplicados a corantes téxteis (Jeyabalan et al., 2023).

No tratamento de farmacos, Al-sareji et al. (2023) obtiveram remogao quase completa de
diclofenaco, amoxicilina, carbamazepina e ciprofloxacino em duas horas com lacase imobilizada
em carvao ativado derivado de cascas de rom3, resultados que reforcam a versatilidade da
enzima para diferentes classes de compostos recalcitrantes.

Os primeiros estudos sobre a adicdo de enzimas exdgenas em wetlands construidos da-
tam do inicio dos anos 2000, com Shackle, Freeman e Reynolds (2000) observando aumento de
173 a 530% na atividade enzimatica do sistema apds a suplementacao, efeito que se manteve
por mais de seis semanas, e com Giraud et al. (2001) identificando fungos produtores de lacase
em wetlands destinados ao tratamento de efluentes industriais, o0 que indica que a enzima pode
ser produzida naturalmente pelo microbioma do sistema sob condicées adequadas.

Apesar dos avangos individuais no tratamento enzimatico e nos wetlands construidos, a
integracao direta dessas tecnologias permanece pouco explorada, pois o levantamento biblio-
grafico nas principais bases de dados cientificas revela escassez de publicacdes que combinem
lacase, livre ou imobilizada, com wetlands para tratamento de efluentes. A maioria dos estudos
com lacase utiliza reatores de bancada em condigdes controladas, enquanto as pesquisas com
wetlands concentram-se nos processos naturais do sistema, lacuna que representa oportuni-
dade para a investigacao de configuragdes hibridas capazes de aproveitar as vantagens de
ambas as tecnologias.

A combinacao da lacase com wetlands construidos apresenta potencial sinérgico, pois o
ambiente do leito oferece condicdes favoraveis a atividade enzimatica pela presenca de oxigénio
dissolvido, temperatura moderada e tempo de detencao hidraulica compativel com a cinética da
reagao, enquanto o meio suporte poroso pode atuar simultaneamente como suporte para imo-
bilizacao enzimatica e como meio para desenvolvimento do biofilme microbiano, com a aeragao
natural ou artificial do sistema assegurando o oxigénio necessario a reacao catalitica, uma vez

que a enzima utiliza o oxigénio molecular como aceptor final de elétrons (Arregui et al., 2019).
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Desafios técnicos, porém, precisam ser superados para viabilizar essa integracao, pois
a estabilidade da lacase em matrizes de efluentes € inferior a observada em solugdes sintéticas,
em razao da presenca de inibidores e da variabilidade de pH e temperatura. A imobilizagdo em
suportes adequados pode contornar parte dessas limitagdes, embora poucos estudos tenham
avaliado materiais compativeis com meios suporte de wetlands, como ceramicas e agregados
reciclados, e restam ainda por investigar a frequéncia de reposi¢ao enzimatica, a interacdo com
0 microbioma do sistema e a relagao custo-beneficio da suplementacao.

Foram identificadas lacunas especificas de conhecimento na literatura, pois ndo ha estu-
dos publicados que avaliem a incorporagéo de lacase imobilizada diretamente no meio suporte
de wetlands construidos, e a interacao entre a enzima exégena e a comunidade microbiana na-
tiva do sistema permanece desconhecida, assim como a comparagao da eficiéncia de remocéao
de corantes ou horménios entre wetlands convencionais e sistemas suplementados com a en-
zima, além do comportamento da atividade enzimatica ao longo de ciclos operacionais tipicos
dos sistemas de fluxo vertical.

Essas lacunas configuram oportunidade para pesquisa original, pois a avaliacao de we-
tlands operados com adicao de lacase pode evidenciar se a suplementagdo enzimatica amplia
a remocgao de compostos recalcitrantes em condi¢des reais de tratamento, e o uso de corantes
como indicadores visuais da atividade enzimatica permite verificar a contribuicdo da enzima de
forma direta, enquanto os ensaios de imobilizagdo em materiais alternativos, como residuos da
construcao civil, podem identificar suportes adequados para aplicagao futura no préprio leito
filtrante.

O presente estudo se insere nesse contexto de integracao tecnoldgica pouco explorada,
pois a proposta de avaliar wetlands construidos operados com e sem adicdo de lacase livre
representa contribuicao original para a pesquisa na area, e o uso do corante azul de indigotina
como indicador permite verificar a degradacao promovida pela enzima no préprio ambiente do
leito, enquanto os ensaios complementares de imobilizagao em residuos da construgao civil es-
tabelecem base para o desenvolvimento futuro de sistemas com a enzima ancorada ao meio su-
porte, abordagem que combina tratamento baseado na natureza com biotecnologia enzimatica,
com o objetivo de ampliar a remog¢ao de compostos recalcitrantes em sistemas descentralizados
de baixo custo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

A pesquisa foi desenvolvida no Ambito do Programa de Pés-Graduagdao em Engenharia
Civil da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, area de concentracdo em Saneamento
e Recursos Hidricos, integrando conceitos de biotecnologia enzimatica, tratamento de efluen-
tes por solucdes baseadas na natureza e valorizagao de residuos, buscando contribuir para o
desenvolvimento de tecnologias acessiveis e ambientalmente sustentaveis para o saneamento
descentralizado.

Esta pesquisa possui natureza aplicada e abordagem quantitativa, com delineamento
experimental precedido por ensaios exploratérios em escala de bancada para definigdo das
condi¢cbes operacionais.

Neste capitulo sdo descritos os procedimentos de produgéo da lacase, determinagéo da
atividade enzimatica, ensaios de imobilizacdo em residuos da construcdo civil € em bancada
com lacase livre, bem como a configuracdo, operacdo e monitoramento dos wetlands cons-
truidos, ensaios com corante e os métodos analiticos adotados. Na Figura 9 é apresentado o
fluxograma das etapas da pesquisa.

Figura 9 — Fluxograma das etapas experimentais realizadas no estudo
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Fonte: Autoria propria (2025).

O fluxograma apresenta a sequéncia metodoldgica adotada, desde a producéo e carac-
terizacdo da lacase por Trametes villosa, passando pelos ensaios preliminares em bancada e
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de imobilizacao em residuos da construcao civil, até a configuragdo e operagédo dos wetlands
construidos com monitoramento dos parametros fisico-quimicos e de remogao de cor.

A pesquisa foi conduzida entre agosto de 2024 e fevereiro de 2026 na Universidade Tec-
noldgica Federal do Parana (UTFPR), Campus Curitiba, Sede Ecoville. A lacase foi produzida no
Laboratério de Biotecnologia e a liofilizagdo do extrato enzimatico foi conduzida no Laboratério
Multiusuarios de Equipamentos e Analises Ambientais (LAMEAA). A montagem, a operagao e
0 monitoramento do comportamento dos wetlands construidos foram realizados no Laboratério
de Saneamento (LabSan).

4.2 Producao da lacase

A enzima lacase empregada neste estudo foi obtida a partir do fungo Trametes villosa,
mantido no banco de cepas do Laboratério de Biotecnologia. A producao foi realizada de acordo
com adaptacédo dos protocolos desenvolvidos por Riedi (2019), Modkovski (2021) e Silva et
al. (2024). Para efeito de comparagao nos ensaios de bancada, também foi utilizada lacase
comercial de Aspergillus sp. adquirida da Sigma-Aldrich (referéncia SAE0050, nimero CAS
80498-15-3).

4.2.1 Cultivo do microrganismo

A cepa de Trametes villosa foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C em Agar Batata Dex-
trose (BDA). Para o crescimento micelial, a cepa foi repicada em placas contendo meio BDA e
incubada em estufa bacteriol6gica DelLeo, a 28 °C durante sete dias, conforme apresentado na
Figura 10.

Figura 10 — Placas de Petri contendo: Trametes villosa (a) e desenvolvimento apds 7 dias (b)

Fonte: Autoria propria (2025).
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Na Figura 10 observa-se o crescimento micelial radial homogéneo da cepa de Trametes
villosa sobre o meio BDA, com colonizagdo completa da superficie do agar ao final dos sete
dias de incubagéo.

Apos esse periodo, as colénias desenvolvidas foram recortadas com auxilio de tubos
de ensaio estéreis, gerando fragmentos (plugs) de aproximadamente 1,5 cm de didmetro. Os
plugs obtidos foram utilizados imediatamente para inoculacdo no meio de cultura de producao
enzimatica.

4.2.2 Producao, extracao e determinacao da atividade enzimatica

Foram preparados 50 mL de meio de cultura em um frasco Erlenmeyer de 250 mL com-
posto de casca de arroz (10 g L"), bagaco de uva bordd (5 g L), bagaco de cana-de-acucar
(20 g L), glicose (10 g L"), fosfato de potassio (KH,PO,, 3 g L"), peptona (5 g L ™), sulfato
de manganés (MnSQO,), sulfato de cobre (CuSQO,), sulfato de ferro (FeSQ,), sulfato de zinco
(ZnSQ,) e sulfato de magnésio (MgSO,) na concentracdo de 1 mM, conforme metodologias de
Modkovski (2021) e Souza (2024).

Os residuos agroindustriais utilizados como componentes do meio de cultura (casca de
arroz, bagacgo de uva e bagaco de cana-de-acucar) foram obtidos por doacao de agroindustrias
da regiao de Curitiba, por se tratarem de subprodutos sem valor comercial agregado.

O meio foi tampado e autoclavado a 121 °C durante 20 min na autoclave vertical Phoenix
Luterco, modelo AV-75, e apds resfriamento a temperatura ambiente, os micélios fungicos pre-
parados conforme item 4.2.1 foram inoculados no meio, sendo adicionados 4 plugs de colénia
por frasco. O preparo do inéculo é ilustrado na Figura 11.

Figura 11 — Preparo do indculo de Trametes villosa para producao enzimatica: (a) crescimento
em placa, (b) obtencao de plugs e (c) inoculacdo em meio liquido.

Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 11 sdo apresentadas as etapas sequenciais do preparo do inéculo. Em (a),
observa-se o crescimento micelial homogéneo de Trametes villosa sobre o meio BDA. Em (b),
os cortes circulares no agar evidenciam a retirada dos plugs com perfurador estéril. Em (c), os



49

plugs ja transferidos para o meio de cultura liquido no frasco Erlenmeyer, tampado com gaze
estéril para permitir trocas gasosas durante a incubagéo.

Para o acompanhamento da produgao enzimatica ao longo do cultivo, foram preparados
multiplos frascos em paralelo, retirando-se um frasco integralmente nos dias 7, 12 e 15, mo-
mento em que a atividade enzimatica foi determinada em triplicata analitica a partir do extrato
obtido. Os frascos remanescentes permaneceram incubados até o 15° dia, quando o extrato
acumulado foi coletado para uso nos ensaios subsequentes. Os valores de atividade obtidos ao
longo do cultivo e a definicdo do dia de coleta sdo apresentados na Sec¢éo 5.1.

Apods cada periodo de incubagao, o extrato obtido era filtrado em bomba a vacuo AirMed
Brasil, modelo 400 AMPro, € a atividade enzimatica determinada no espectrofotdbmetro UV-Vis
UV-M51 da BEL Engineering. O método utilizado consistiu na oxidacdo do acido 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) a 10 mM, em solugcéo tampao de acetato de sédio
a 50 mM (pH 5,0) a 40 °C durante 5 min, com leitura da absorbancia a 420 nm, conforme Hou
et al. (2004). A atividade enzimatica foi calculada conforme a Equacéao (1).

- Ay Volume final (mL) x Absorbancia x Fator de diluicao
Atividade (U mL ) ¢ (mM ecm™) xCaminho 6éptico (cm) x Volume de amostra (mL) x Tempo de reagéo (min) (1)

O coeficiente de extingdo molar () do ABTS a 420 nm foi de 3,6 x 10* M cm™, e
uma unidade de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima necessaria para
oxidar 1 umol de ABTS por minuto nas condicOes descritas.

4.2.3 Liofilizagao e padronizagao

O extrato bruto coletado no 15° dia do cultivo foi novamente filtrado em membrana de fi-
bra de vidro de 0,45 um para remoc¢ao de biomassa fungica residual e particulas em suspensao,
conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — Filtragem do meio enzimatico na membrana de 0,45 pm: (a) processo de filtracao e
(b) comparacao do meio antes e apos a filtracao.

Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 12 em (a) observa-se o sistema de filtracdo utilizado para clarificagdo do
extrato. Em (b), a diferenca de coloracéo entre o meio bruto e o filtrado evidencia a remogéo da
biomassa fungica retida na membrana.

O filtrado foi submetido a liofilizagdo e o material resultante foi armazenado sob refrige-
racao a —18 °C até o momento do uso nos ensaios. Para o preparo das solugdes, o liofilizado
foi reconstituido em solucdo tampéao de acetato 50 mM (pH 5,0) e sua atividade enziméatica foi
novamente determinada pelo método descrito na seg¢éo 4.2.2. A lacase produzida e a lacase
comercial foram padronizadas para a concentragdo de 500 U L™, valor empregado nos ensaios
subsequentes.

4.3 Ensaios preliminares em bancada

4.3.1 Determinagéo da concentragcao enzimatica

A proposta inicial desta pesquisa foi utilizar a lacase produzida por Trametes villosa a
partir de residuos agroindustriais, por se tratar de uma alternativa de menor custo e alinhada aos
principios da economia circular. A lacase comercial de Aspergillus sp. (Sigma-Aldrich, SAE0050,
CAS: 80498-15-3) foi incluida nos ensaios apenas como referéncia analitica, permitindo com-
parar seus comportamentos cataliticos sob as mesmas condigdes.

Esses ensaios preliminares tiveram como finalidade pratica definir a concentragéo enzi-
mética mais adequada para aplicacdo em wetlands construidos. Foram testadas as dosagens
de 500 e 1000 U L' para avaliar seu efeito sobre parametros de qualidade da 4gua do corrego
Ribeirdo dos Miiller, que atravessa a Sede Ecoville do campus Curitiba da UTFPR.
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Os ensaios foram montados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 100 mL de
agua do cérrego, conforme apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Montagem dos ensaios experimentais em frascos de Erlenmeyer contendo agua do
corrego sob diferentes condicoes

Fonte: Autoria prépria (2025).

Na Figura 13 observam-se os frascos de Erlenmeyer contendo agua do cérrego, identi-
ficados conforme as condigbes experimentais descritas no Quadro 7, com as respectivas dosa-
gens de lacase produzida e comercial.

A lacase produzida (LP) e a lacase comercial (LC) foram adicionadas conforme as con-
dicbes experimentais descritas no Quadro 7. Apds a adicao da enzima, as amostras foram
mantidas a 37 °C por 3 h e, em seguida, sob agitagdo a 100 rpm por mais 3 h no agitador orbital
Solab SL 222. Cada condicao foi ensaiada em triplicata.

Quadro 7 — Condic6es experimentais dos ensaios preliminares em bancada
GRUPO | DESCRICAO
Efluente do cérrego + enzima 500 U L'
Efluente do cérrego + enzima 1000 U L™’
Efluente do cérrego sem enzima (controle)
Efluente do cérrego + enzima inativada 500 U L’
Efluente do cérrego + enzima inativada 1000 U L™’
Agua destilada + enzima 500 U L™
Agua destilada + enzima 1000 U L’
Fonte: Autoria prépria (2025).

QMmoo W >

Ao término do periodo de contato, foram analisados os parametros pH, alcalinidade total,
demanda quimica de oxigénio (DQO), fésforo total (PT), nitrito (NO,") e nitrato (NO;37), conforme
0s métodos analiticos descritos na Se¢ao 4.8 (Quadro 9). Os resultados obtidos para ambas as
enzimas e a definigdo da concentracao de trabalho sao apresentados na Segao 5.2.1.
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4.3.2 Ensaio de estabilidade da lacase em agua do cérrego urbano

Um segundo ensaio foi realizado para avaliar a estabilidade temporal da lacase produ-
zida em contato direto com a agua do corrego, sob aeragao continua. O objetivo foi verificar por
quanto tempo a enzima permaneceria ativa nessas condic¢oes e, a partir disso, definir o tempo
de ciclo operacional dos wetlands construidos.

O experimento foi conduzido em duas provetas graduadas de 1 L cada, mantidas a
temperatura ambiente (~22 °C). Uma proveta recebeu 1 L de agua do cérrego com lacase a
500 U L' (tratamento A), e a outra, apenas agua do cérrego, sem adi¢do enzimética (controle
B). Ambas foram seladas com filme de PVC para minimizar a contaminagao externa e as perdas
por evaporacao, conforme apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Montagem das provetas com aeragao
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onte: Autoria propria (2025).

Na Figura 14 observam-se as duas provetas graduadas seladas com filme de PVC,
conectadas ao sistema de aeragao por compressor.

As provetas foram submetidas a aeragcao constante por compressor Maxxi Air C-440 (4
saidas x 4 L min, 127 V), operado na menor intensidade do equipamento para evitar agitacéo
excessiva do meio. A aeragao garantiu a disponibilidade de oxigénio molecular, necessaria a
atividade catalitica da lacase (Auriol et al., 2007).

As coletas foram realizadas a cada 24 h, durante 96 h, retirando-se aproximadamente
100 mL de cada proveta nos intervalos de 0, 24, 48, 72 e 96 h. A atividade enzimatica foi mo-
nitorada em cada ponto pelo método descrito na Secéo 4.2.2, e os parametros fisico-quimicos
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foram determinados conforme os métodos descritos na Secéo 4.8 (Quadro 9). Os ensaios foram
realizados em duplicata. Os resultados obtidos e a definicdo do tempo de ciclo operacional séao
apresentados na Secao 5.2.2.

4.4 Ensaios de imobilizacao da lacase em residuos da construcao civil

Os ensaios de imobilizagao tiveram como objetivo fixar a lacase produzida por T. vil-
losa em residuos da construcao civil (RCC) para avaliar a viabilidade do aproveitamento desses
materiais como suporte enzimatico nos wetlands construidos. Foram investigados cerédmica ver-
melha (tijolo) e concreto aerado autoclavado, triturados e peneirados em peneira com malha de
60 mesh (0,25 mm), conforme apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Preparacao dos RCC utilizados como suporte: (a) materiais in natura e (b) materiais

Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 15 em (a) sdo apresentados o tijolo ceramico e o concreto aerado autoclavado
em seu estado original. Em (b), os mesmos materiais apds trituragdo e peneiramento, com
granulometria padronizada para utilizacdo nos ensaios de imobilizag&o.

A escolha partiu de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, que ja haviam empregado
ceramica vermelha e placas de gesso em wetlands construidos (Cabral et al., 2021; Souza,
2023; Silva, 2023), e da disponibilidade desses residuos na regiao de Curitiba.

A estratégia adotada foi a ligacdo covalente por funcionalizagdgo com 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES), seguida de reticulacdo com glutaraldeido a 2% em
tampao de acetato de sodio pH 5,0. Os grupos aldeido do glutaraldeido reagem com os
grupos amino disponiveis, no silano e na superficie da enzima, formando ligagdes covalentes
estaveis (Kujawa et al., 2021b; Fernandez-fernandez; Sanroman; Moldes, 2013). Os ensaios
de imobilizagao foram conduzidos em etapas progressivas, conforme descrito nas subsecoes a
seguir.
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4.41 Protocolo de funcionalizacédo e imobilizacédo

O procedimento foi realizado em duas etapas sequenciais: silanizacdo do suporte e
imobilizacdo enzimatica com glutaraldeido como agente reticulante.

Na silanizag@o, 25 mg do material suporte previamente triturado foram adicionados a
tubos Falcon contendo 5,0 mL de alcool etilico PA. absoluto, 0,1 mL de APTES e 0,5 mL de
agua destilada. Os tubos permaneceram em agitagao orbital a 180 rpm por 3 h, a temperatura
ambiente. Apds essa etapa, o material foi separado por decantacao e utilizado diretamente na
imobilizacao.

O APTES funciona como agente de acoplamento em que o grupo etoxissilano se liga co-
valentemente aos grupos hidroxila da superficie do material ceramico ou cimenticio, enquanto
0 grupo aminopropil permanece exposto para reagir com o glutaraldeido na etapa seguinte (Ku-
jawa et al., 2021b). As etapas de silanizagao e imobilizagdo sdo esquematizadas na Figura 16.

Figura 16 — Etapas da imobilizacao covalente da lacase em residuos da construgéo civil. a)
silanizacao do suporte e b) imobilizacao enzimatica
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Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 16 em (a) é representada a funcionalizagdo da superficie do suporte com
APTES, em que o grupo silano se ancora aos grupos hidroxila do material. Em (b), a enzima é
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reticulada a superficie funcionalizada por meio do glutaraldeido, que forma pontes covalentes
entre os grupos amino do APTES e os da proteina.

Para imobilizacao, o volume de extrato enzimatico bruto foi calculado pela equacgao de
diluicdo (C; x V; = C, x V,), para atingir a concentragéo-alvo de 500 U L' em 1,0 mL de
volume final. O volume restante foi completado com solucdo de glutaraldeido 2% diluido em
tampao acetato de sddio pH 5,0 em um microtubo Eppendorf. A mistura do extrato enzimatico,
glutaraldeido e suporte silanizado (25 mg) foi mantida em agitacao orbital a 124 rpm por duas
horas a temperatura ambiente. Ao final, o sobrenadante foi coletado e o suporte lavado com
solucdo tampao acetato para remogéo da enzima nao ligada.

Os parametros rendimento de imobilizagao, que indica a fracdo da enzima adicionada
retida no suporte (Equacéo 2), e a atividade recuperada, que expressa a fragao da enzima retida
que manteve capacidade catalitica (Equacao 3), foram utilizados para avaliar o desempenho da
imobilizacao.

Uadi - Usobr

Rendimento de imobilizagédo (%) = ————— x 100 (2)
adi

mob

Ul
Atividade recuperada (%) = T — U x 100 (3)
adi — Ysobr

Em que: U,4; = unidades enzimaticas adicionadas na imobilizacédo; U, = unidades re-
manescentes no sobrenadante e lavagens; Uy,,., = unidades de atividade medidas diretamente
no suporte imobilizado, por incubacdo com ABTS 0,5 mM a 420 nm.

4.4.2 Triagem dos materiais suporte

A primeira etapa consistiu na triagem exploratéria para comparar o comportamento do
tijolo ceramico e do concreto aerado autoclavado como suporte para imobilizagdo. Cada material
foi avaliado em quatro condigbes de pré-tratamento: in natura, autoclavado (121 °C, 20 min),
silanizado com APTES e autoclavado seguido de silanizagao, totalizando oito combinacgdes.

Nesta triagem, a concentragéo enzimatica utilizada foi de 1000 U L™, uma vez que os
ensaios de determinacao da concentracao de trabalho (Secéo 4.3.1) ainda estavam em anda-
mento naquele momento. A imobilizagdo foi realizada de acordo com o protocolo descrito na
Secdo 4.4.1.

A atividade enzimatica retida no suporte foi determinada pelo método ABTS descrito
na Secao 4.2.2, com a diferenga de que a solugdo de ABTS (1,0 mL, 0,5 mM) foi adicionada
diretamente ao tubo contendo o suporte lavado, e a absorbancia do sobrenadante foi lida apos
o periodo de incubacao. A atividade liberada na primeira lavagem com tampéao acetato de sédio
pH 5,0 também foi quantificada pelo mesmo método. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.
Os resultados da triagem e a selecdo do material suporte sdo apresentados na Sec¢éo 5.3.1.
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4.4.3 Avaliagdo quantitativa do rendimento de imobilizacao

Uma vez definida a concentragao de 500 U L™ como padréo de trabalho (Secéo 4.3.1),
um segundo conjunto de ensaios foi conduzido para quantificar formalmente o rendimento de
imobilizacao e a atividade recuperada conforme as Equacdes 2 e 3. Nesta etapa foram testadas
quatro condicdes: concreto aerado autoclavado silanizado (CAS), tijolo autoclavado silanizado
(TAS), concreto aerado sem tratamento (C) e tijolo sem tratamento (T). O concreto foi mantido
nesta rodada para confirmar a interferéncia observada na triagem por meio de medicbes do so-
brenadante. Os ensaios foram conduzidos em triplicata, com medicao da atividade no suporte,
no sobrenadante e na lavagem pelo método descrito nas Segoes 4.2.2 e 4.4.2. Os resultados
sao apresentados na Secao 5.3.2.

4.4.4 QOtimizacao da sequéncia de adicao na imobilizacao

Nos ensaios anteriores, o extrato enzimatico e a solu¢do de glutaraldeido foram adici-
onados simultaneamente ao suporte silanizado. Essa abordagem, embora operacionalmente
simples, expde a enzima ao agente reticulante antes que ela tenha tempo de se ligar a superfi-
cie, 0 que pode promover reticulagado intermolecular entre moléculas da lacase na solugao em
vez da ligacao ao suporte (Rodriguez-couto, 2024). Para investigar essa hipotese, trés sequén-
cias de adicao foram comparadas utilizando tijolo autoclavado silanizado (TAS) e concentracao
de 500 U L.

Na primeira condicao (TAS E), o extrato enzimatico foi adicionado ao suporte silanizado
30 minutos antes do glutaraldeido, permitindo que a enzima interagisse com 0s grupos amino
do APTES por adsorgao antes da reticulacao. Na segunda (TAS G), o glutaraldeido foi adicio-
nado primeiro ao suporte silanizado por 30 minutos, seguido da enzima, promovendo a ativagéo
prévia da superficie com grupos aldeidicos reativos. Na terceira (TAS), a adicao foi simultanea,
conforme o protocolo original da Secao 4.4.1.

As demais condigbes foram mantidas constantes: 25 mg de suporte, 1,0 mL de volume
final, agitagcdo a 124 rpm por 2 h, tampao de acetato de sédio pH 5,0. Dois controles adicionais
foram preparados em paralelo: C1 (glutaraldeido + tampao + enzima, sem suporte) para avaliar
o efeito isolado do reticulante sobre a atividade enzimatica, e C2 (tamp&o + enzima, sem glu-
taraldeido nem suporte) para confirmar a estabilidade da enzima nas condigdes do ensaio. Os
ensaios foram conduzidos em triplicata e a atividade foi determinada conforme descrito nas Se-
cbes 4.2.2 e 4.4.2. Os resultados e a definicao do protocolo adotado nos wetlands construidos
sao apresentados na Secao 5.3.3.
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4.5 Configuracao e operacao dos wetlands construidos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Saneamento (LabSan) da UTFPR,
Campus Curitiba, Sede Ecoville, localizado no bairro Cidade Industrial de Curitiba (CIC), com
coordenadas geograficas de 25°26'39”S e 49°21°16”0, a altitude de 934,36 m, entre agosto de
2025 e fevereiro de 2026. Duas unidades de wetlands construidos de fluxo vertical subsuperfi-
cial e fundo saturado (WCFV) foram montadas em paralelo, sendo uma operada como controle,
sem adicao de enzima (Sistema B), e a outra unidade que recebeu lacase livre a cada ciclo de
alimentacéo (Sistema A).

4.5.1 Montagem dos sistemas

Cada unidade do WCFYV foi montada em uma caixa de polipropileno com dimensdes
internas de 38 x 18 x 17 cm, totalizando volume de aproximadamente 11,5 L. A camada com
tijolo ceramico ocupou altura de 11,3 cm, resultando no volume (til de 5,6 L. O tijolo utilizado era
proveniente de residuos da construgao civil doados pelo Departamento Académico de Cons-
trucdo Civil (DACOC) da UTFPR, tendo sido selecionado como meio suporte com base nos
ensaios de imobilizag&o descritos na Segéo 3.4.

Apos trituracdo manual, os fragmentos do tijolo foram peneirados e retidos entre as
malhas de 3/4” (19,0 mm) e 1”7 (25,4 mm) para evitar compactacao e entupimento do meio.
Antes do preenchimento, 0 material foi lavado com agua corrente para remog¢ao de impurezas
(Figura 17).

Figura 17 — Peneiramento dos fragmentos de tijolo ceramico entre as malhas de 3/4"e 1"
N . 1‘ g~

-

Fonte: Autoria propria (2025).



58

Na Figura 17 observam-se as peneiras utilizadas para sele¢do granulométrica dos frag-
mentos de tijolo ceramico, com reten¢cao do material entre as malhas de 3/4” e 1”.

Na parte inferior de cada WCFYV foi instalado um registro de 25 mm de PVC para dre-
nagem do efluente tratado. Sobre o fundo, antes de receber o tijolo, posicionou-se um difusor
de ar flexivel de 20 cm, no centro da unidade. Cada difusor estava conectado por mangueira de
silicone a um compressor Maxxi Air C-440 (4 saidas, 4 L min™' por saida, 127 V), com fluxo de ar
regulado para minimizar a agitacao do meio liquido. A aeracao foi realizada de forma continua
ao longo da operacao, pois a lacase requer oxigénio molecular como aceptor final de elétrons
para catalisar a oxidacao do substrato (Lloret et al., 2011) (Figura 18).

Figura 18 — Montagem das unidades de wetlands construidos com preenchimento de tijolo

i
Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 18 sado apresentadas as duas unidades de WCFV durante a montagem, com
o leito de tijolo ceramico, o difusor de ar posicionado no fundo e as mangueiras de silicone
conectadas ao compressor de aeragao.

Em cada ciclo de alimentagao foram adicionados 2 L de agua do cérrego para preencher
0S espacos intersticiais entre os fragmentos do tijolo sem ultrapassar a superficie do leito.

4 5.2 Macroéfita

A espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms foi adotada como cobertura vegetal dos
sistemas. Trata-se de uma macroéfita aquatica flutuante abundante na regidao de Curitiba e utili-
zada em pesquisas anteriores do grupo de estudos do LabSan (Silva, 2023). A escolha dessa
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espécie se deu, entre outros motivos, pelo seu sistema radicular extenso e permanentemente
submerso, que amplia a superficie de contato com a agua e favorece a transferéncia de oxigénio
na zona radicular (Brix, 1994). Essa caracteristica é particularmente relevante neste trabalho,
em que a atividade da lacase depende da disponibilidade de oxigénio dissolvido.

As mudas foram coletadas no Parque Tingui, em Curitiba — PR, e transportadas ao
laborat6rio no mesmo dia. Na triagem, descartaram-se exemplares com sinais de necrose, com
pragas ou com diferengas evidentes de tamanho em relagédo as demais (Figura 19).

Figura 19 — Local de coleta das mudas de Eichhornia crassipes no Parque Tingui, Curitiba - PR

5%

B i

Fonte: Autoria propria (025).

Na Figura 19 observa-se o local de coleta das mudas no Parque Tingui, onde exemplares
de E. crassipes foram selecionados visualmente e transportados ao laboratério no mesmo dia.

Apos a coleta, as plantas foram lavadas com agua potéavel e acondicionadas em re-
cipientes contendo agua do cérrego. A troca de agua foi realizada a cada 48 h ao longo de
60 d, periodo adotado para a aclimatacdo ao efluente antes do transplantio para os sistemas
(Figura 20).

Figura 20 — llustracao esquematica da disposicao das trés mudas de Eichhornia crassipes em
cada WCFV

Fonte: Autoria prépria (2025).
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Na Figura 20 é representada a disposicdo das trés mudas de E. crassipes sobre o leito
de tijolo ceramico em cada unidade, distribuidas de forma a cobrir a superficie disponivel.

Cada caixa apresenta area superficial de 0,064 m2. Com base na densidade de plantio
de 25 plantas m? adotada por Silva (2023), seriam necessarias aproximadamente duas mudas
por caixa. Optou-se por transplantar trés mudas em cada uma, como margem para eventual
mortalidade durante a aclimatacéo.

4.5.3 Efluente

A 4gua utilizada nos sistemas foi coletada no cérrego do Ribeirdo dos Muller que atra-
vessa a Sede Ecoville do campus Curitiba da UTFPR. O Ribeirao dos Mdller € um c6rrego tipico
de areas urbanizadas de Curitiba, que recebe contribuicées de drenagem pluvial e langamentos
clandestinos de esgotos sanitarios ao longo do seu percurso. A escolha desse manancial como
fonte de efluente se deu pela proximidade com o LabSan, que viabilizava coletas frequentes da
agua bruta em estudos com wetlands construidos sem necessidade de transporte motorizado,
pela representatividade como cendrio de contaminagao urbana difusa e pelo fato de pesquisas
anteriores do grupo ja o terem utilizado como efluente em estudos com wetlands construidos.

Figura 21 — Ponto de coleta da agua do corrego Ribeirao dos Miiller, em frente ao LabSan -
UTFPR

Na Figura 21 observa-se o trecho do coérrego Ribeirdo dos Miiller em frente ao LabSan,
de onde a agua era coletada manualmente a cada ciclo de alimentagéo.
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A coleta da 4gua do cérrego era realizada manualmente com balde plastico de 20 L no
periodo da tarde e no mesmo dia em que os sistemas eram alimentados. Nao havia armazena-
mento prévio do efluente para evitar altera¢des nas caracteristicas fisico-quimicas entre a coleta
e a aplicacdo nos WCFV. De cada balde, 2 L eram destinados a cada unidade, totalizando 4 L
por ciclo de alimentacao, sendo o volume restante descartado.

Por se tratar de um corpo hidrico, as caracteristicas fisico-quimicas da agua variavam
entre as coletas em fung¢édo de condigbes pluviométricas e do aporte de cargas difusas e con-
centradas.

4.5.4 Procedimento operacional

A alimentacao dos wetlands foi realizada em regime de batelada com ciclos de 48 horas,
frequéncia definida com base nos ensaios de bancada (Sec¢éo 3.3), que indicaram estabilidade
da atividade enzimatica por até 96 horas. Na Figura 22 é apresentado um desenho esquematico
da montagem, operacao e funcionamento dos sistemas.

Figura 22 — Desenho esquematico dos sistemas wetlands

Agua de cérrego Macréfita

Ribeirdo dos Miiller (Eichhornia crassipes)
Fragmentos de Tijolo

LBE peneirados (tamiz 3/4 -17)

e

Extrato enzimatico

(lacase) Operagao em batelada:

E Efluente + Lacase Efluente de cérrego 4 8 h
(2L,500UL") (L)

Alimentagao e analisis dos
parametros Fisico-quimicos

250m} o
WC-C (Controle) ‘ WC-L (Lacase 500 U L1) »
. Tijolo ceramico (3/4"-1") Efluente nos intersticios @l Difusor de ar (20 cm) Aeragdo
CRONOGRAMA OPERACIONAL
~ 60 dias ~ 50 dias
Sem lacase, sem coleta Efluente do corrego Alimentagao continua Efluente + corante Al

Fonte: Autoria prépria (2025).

Na Figura 22 é apresentado o esquema de operacao dos dois sistemas, com identifica-
cao dos componentes, fluxo de entrada e saida, e o cronograma das fases experimentais.
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Cada ciclo era composto de registros da concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) e
do potencial de oxirreducao (ORP) in situ antes da drenagem para coleta de dados referentes
ao ciclo anterior. Em seguida, as amostras do efluente tratado eram coletadas no registro apos
descarte do volume dos 10 primeiros segundos. Apds drenagem de toda a unidade, o registro
era fechado.

A agua bruta do cérrego era fracionada em aliquotas de 2 L medidas em um baléo
volumétrico de 1 L. Na unidade com lacase, a atividade enzimatica do extrato refrigerado era
medida antes de cada alimentagao e o volume de extrato era calculado para atingir 500 U L™ nos
2 L de agua do corrego; no controle, os mesmos 2 L eram aplicados sem enzima (Figura 23).

Figura 23 — Aliquota de 2 L de agua do corrego do Ribeirao dos Miiller e extrato enzimatico
utilizados na alimentacao do sistema A

Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 23 observam-se a aliquota de 2 L de agua do cérrego medida em balao volu-
métrico e a proveta com o extrato enzimatico liofilizado reconstituido, utilizados na alimentagao
do Sistema A.

As amostras de entrada eram coletadas a partir do efluente ja preparado antes de verté-
lo na superficie dos WCFV manualmente a uma faixa de altura entre 5 e 10 cm, evitando assim
deslocar os fragmentos de tijolo e as mudas. Depois da alimentagao, os valores de OD e ORP
eram registrados novamente.

Os sistemas foram operados em trés periodos. O primeiro periodo, de adaptacao, co-
megou em agosto de 2025 e durou cerca de 60 dias com alimentagéo dos wetlands com agua
do corrego a cada 48 h sem coleta de amostras. No segundo periodo, correspondente a Fase
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I, foram realizadas oito campanhas de monitoramento no periodo de 20 de outubro a 17 de no-
vembro de 2025. Nesta fase, a unidade controle (Sistema B) recebeu apenas agua do corrego e
o Sistema A recebeu afluente com lacase livre a 500 U L. No terceiro periodo, correspondente
a Fase I, foram realizadas oito campanhas de monitoramento no periodo de 6 de janeiro a 5 de
fevereiro de 2026, acrescentando azul de indigotinaa 25 mg L™.

4.6 Selecao e quantificacao do corante azul de indigotina

Os corantes alimenticios azul de indigotina (Al), amarelo tartrazina (AT) e ponceau 4R
(P4R) foram avaliados como modelos de contaminantes para 0s ensaios nos wetlands, por te-
rem sido utilizados previamente por Cabral (2022) e por apresentarem caracteristicas estruturais
que permitem comparar a susceptibilidade de diferentes classes de corantes a acdo da lacase.
O Al é um corante indigo de natureza sulfonada, o AT pertence ao grupo azo e 0 P4R é um
corante azo sulfonado de cadeia mais complexa.

Os comprimentos de onda de maxima absorbancia para cada corante foram adotados a
partir de Cabral (2022), que os determinou por curvas de varredura espectrofotométrica, sendo
610 nm para Al, 426 nm para AT e 507 nm para P4R (Figura 24).

Figura 24 — Curvas de varredura dos corantes azul de indigotina (Al), amarelo tartrazina (AT) e
ponceau 4R (P4R)
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Fonte: Cabral (2022).

Na Figura 24 sao identificados os picos de absorbancia maxima de cada corante na
regiao visivel do espectro, utilizados como comprimentos de onda analiticos nos ensaios de

degradacao.
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Para selecionar qual corante seria aplicado nos wetlands, foram realizados ensaios de
degradacdo em bancada e em ftriplicata, em frascos de Erlenmeyer de vidro com volume de
50 mL, contendo cada corante individualmente na concentracdo de 25 mg L. As matrizes de
agua destilada e 4gua do coérrego Ribeirdo dos Mdller foram testadas em paralelo, conforme
apresentado na Figura 25.

Figura 25 — Frascos de ensaio dos experimentos de selecao do corante: a) agua destilada e b)
agua do corrego do Ribeirdao dos Miiller, contendo azul de indigotina (Azul), amarelo
tartrazina (Amarelo) e ponceau 4R (Vermelho) na concentracio de 25 mg L™

a) b)
Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 25 observam-se os frascos com os trés corantes nas duas matrizes testadas.
A inclusdo da agua do corrego permitiu verificar se as interferéncias da matriz real afetariam o
desempenho da enzima na remog¢ao dos corantes.

A atividade enzimatica foi ajustada para 500 U L™ nos frascos, conforme definido nos
ensaios descritos na Secao 4.3.1. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente e as
leituras de absorbancia realizadas na entrada (t = 0), 24 h e 48 h. A remogcéo foi calculada pela
Equacao 4.

Co— Cy

Remocao (%) = [T
0

} x 100 (4)

Em que () é a concentragao inicial e C'; a concentragdo no tempo ¢, ambas obtidas pela
curva analitica de cada corante. Os resultados da triagem e a justificativa da selecédo do Al sao
apresentados na Sec¢éo 5.4.

A remogao do Al na agua do cérrego foi menor do que na agua destilada, sugerindo
interferéncias da matriz nas leituras de absorbancia a 610 nm. Essa constatacao justificou a
construcdo de uma curva analitica propria em agua do corrego, pois a matriz das amostras
difere da agua destilada utilizada por Cabral (2022). A curva analitica foi construida com sete
solugdes padrdo de Al nas concentragdes de 2, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg L™, preparadas com
agua do cérrego, € as leituras foram realizadas no espectrofotdmetro UV-Vis HACH modelo DR
5000 no comprimento de onda de 610 nm (Figura 26).
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Figura 26 — Curva analitica do Azul de Indigotina (Al) construida em agua do cérrego
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Fonte: Autoria propria (2025).

Na Figura 26 observa-se a relacao linear entre a concentracao de Al e a absorbéncia a
610 nm na faixa de 2 a 30 mg L, com coeficiente de determinagdo compativel com a quantifi-
cacao do corante nas amostras dos wetlands.

Na Fase Il de operagao dos wetlands, o Al foi adicionado a agua do c6rrego na concen-
tracéo de 25 mg L™, dissolvido no volume de 2 L preparado para cada ciclo de 48 h. Para a
leitura das amostras, o procedimento de zeragem do espectrofotdmetro utilizou a mesma ma-
triz do efluente real. A cada ciclo, antes da alimentacdo dos sistemas, uma aliquota de agua
do cérrego sem corante foi armazenada nas mesmas condi¢gdes ambientais do laboratério pelo
periodo de 48 h. Essa aliquota serviu como branco para zerar o equipamento tanto na leitura
do afluente quanto na leitura dos efluentes ao final do ciclo, descontando qualquer variagéo na
coloragao natural da agua do cérrego.

4.7 Ensaios de descoloracao do azul de indigotina (Al) com lacase imobilizada em ban-

cada

Com o tijolo ceramico confirmado como suporte e o protocolo TAS E definido como
procedimento padrdo de imobilizagdo (Secgéo 4.4), a etapa seguinte foi verificar se a lacase
imobilizada nesse material mantinha capacidade de descolorir 0 azul de indigotina. Para isso,
foram realizados ensaios em bancada usando agua do corrego Ribeirdo dos Miiller como matriz,
reproduzindo as condi¢des de operagdo dos WCFV.



66

O extrato enzimatico liofilizado foi descongelado, reconstituido em tampéao acetato de
sédio 50 mM (pH 5,0) e sua atividade determinada pelo método descrito na Secéo 4.2.2. A
partir da atividade medida, o volume de extrato foi calculado pela equacéo de diluicdo para
atingir a concentragao-alvo de imobilizacédo. O procedimento de imobilizagdo seguiu o protocolo
TAS E descrito na Segao 4.4.4, com silanizagao prévia do suporte (Seg¢ao 4.4.1) e adicdo da
enzima 30 minutos antes do glutaraldeido.

Foram preparados 12 frascos de Erlenmeyer, distribuidos em quatro condi¢cdes experi-
mentais em triplicata, conforme o Quadro 8. A ordem das condi¢des segue a l6gica de compa-
ragao, partindo do controle sem intervencao até o ensaio com lacase imobilizada, de modo que
cada condicéo adiciona um fator ao sistema.

Quadro 8 — Condicoes experimentais dos ensaios de descoloracao do azul de indigotina em
bancada (n = 3).

CONDICAO DESCRICAO

Branco 2 mL de Al 25 mg L' em 4gua do cérrego, sem tijolo nem lacase

Adsorcao 25 mg de tijolo autoclavado sem lacase + 2 mL de Al 25 mg L' em
agua do corrego

Lacase livre Lacase livre 500 U L' + 2 mL de Al 25 mg L' em 4gua do cérrego

Lacase imobilizada 25 mg de tijolo com lacase imobilizada (protocolo TAS E) + 2 mL de
Al 25 mg L' em &gua do cérrego

Fonte: Autoria propria (2026).

A condigao Branco verifica a estabilidade do corante na auséncia de enzima e suporte. A
condi¢do Adsorcao quantifica a contribuicdo da retengéo fisica do corante no tijolo ceramico. A
condicao Lacase livre serve como referéncia do desempenho catalitico da enzima em solugao,
€ a condicdo Lacase imobilizada avalia se a enzima ancorada no suporte mantém capacidade
de descoloragao.

Em cada frasco foram adicionados 2 mL de agua do cérrego contendo azul de indigotina
na concentracéo de 25 mg L', a mesma utilizada na Fase Il de operagao dos wetlands. A gua
do corrego foi coletada no dia do ensaio e o corante dissolvido diretamente na matriz. Os frascos
foram mantidos a temperatura ambiente em condi¢des estaticas, sem agitacao, para simular o
regime hidraulico do leito saturado dos WCFV.

A absorbéancia foi lida no espectrofotdmetro UV-Vis HACH DR 5000 no comprimento de
onda de 610 nm, no tempo inicial (t = 0 h) e ao final de cada ciclo de 48 h. A remog¢&o de cor foi
calculada pela Equagao 4 (Segao 4.6).

Ao término de cada ciclo de 48 h, o sobrenadante era drenado dos frascos e uma nova
aliquota de 2 mL de &gua do cérrego com Al a 25 mg L' era adicionada diretamente, sem
lavagem intermediaria do suporte, reproduzindo a dindmica de alimentacédo em batelada dos
wetlands. Na condicdo Lacase livre, o extrato enzimatico também era renovado a cada ciclo
para manter a atividade a 500 U L™ . Foram realizados trés ciclos consecutivos de retiso (0—48
h, 48-96 h, 96—144 h), permitindo avaliar a retencao da capacidade de descoloragédo da lacase
imobilizada ao longo de operagdes sucessivas.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Secao 5.5.
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O monitoramento foi realizado em amostras do afluente e efluente dos WCFV durante

as duas fases de operagéao, seguindo os procedimentos do APHA (2017). Os parametros anali-

sados e os respectivos métodos estao apresentados no Quadro 9.

Quadro 9 — Parametros monitorados no afluente e efluente dos wetlands construidos

Parametros Unidade Método Numero do | Referéncia
método
pH - Potencidémetro 4500 -H APHA (2017)
Turbidez UNT Nefelométrico 2130-B APHA (2017)
Potencial de oxirredugao mV Potenciométrico 2580 ORP APHA (2017)
Condutividade elétrica usS cm’” Condutimétrico 2510-B APHA (2017)
Oxigénio dissolvido mgO, L™ Polarografico 4500-0 G APHA (2017)
Alcalinidade total mgCaCO; L' | Titulométrico - Ripley et al
(1986)
Demanda Quimica de | mgO, L™ Espectrofotométrico 5220-D APHA (2017)
Oxigénio
Nitrogénio Total Kjeldahl mg L™ Titulométrico 4500-N-C | APHA (2017)
Nitrogénio amoniacal mg L™ Titulométrico 4500 — Norg | APHA (2017)
Nitrito mg L™ Colorimétrico 4500 — NO,™ | APHA (2017)
Nitrato mg L™ Espectrofotométrico 4500 - NO3~ | APHA (2017)
Fésforo total mgPO, 3 L™ Espectrofotométrico 4500 - P APHA (2017)
Cor/Absorbancia (Al) UA Espectrofotométrico 2120-C APHA (2017)

Fonte: Autoria propria (2025).

O pH foi determinado em pHmetro de bancada Quimis Q400AS e a condutividade elé-
trica no medidor multipardmetro AKSO 86505. A turbidez foi lida no turbidimetro PoliControl
AquaColor Micro pelo método nefelométrico (SM 2130 B). O oxigénio dissolvido foi medido com
oximetro YSI 550A e o potencial de oxirredugdo com sonda YSI PRO 10, ambos nos pontos de
coleta (in situ) nos sistemas.

As analises de DQO, nitrito, nitrato e fosforo total foram realizadas no espectrofotdmetro
HACH DR 3900. A DQO seguiu o método de refluxo fechado colorimétrico (SM 5220 D), nitrito e
nitrato foram quantificados com os kits HACH PermaChem NitriVer 3 e NitraVer 5, equivalentes
aos métodos SM 4500-NO,” B e SM 4500-NO; E, e o fésforo total pelo método espectrofo-
tométrico SM 4500-P. A absorbancia do azul de indigotina foi lida a 610 nm no espectrofot6-
metro UV-Vis HACH DR 5000 e convertida em concentracdo pela curva analitica descrita na
Secéao 3.6.

O nitrogénio total Kjeldahl e o nitrogénio amoniacal foram determinados por digestao e
destilagdo em sistema Kjeldahl pelos métodos SM 4500-N C e SM 4500-N,,4, respectivamente.
A alcalinidade total foi obtida por titulometria acida conforme Ripley, Boyle e Converse (1986).
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4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente no BioEstat 5.0 (gratuito). O teste de
Shapiro-Wilk foi aplicado para verificagao da distribuigdo dos dados. Confirmada a normalidade
na distribuicdo dos dados, as médias foram comparadas pelo ANOVA de um critério seguido do
pbs-teste de Tukey. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para os dados que ndo apresentaram
distribuicao normal.

A comparacao entre a unidade controle e a unidade com lacase livre foi realizada com
base nas eficiéncias de remocao (%) obtidas em cada campanha. Essa escolha se justifica
pelo fato de o extrato enzimatico adicionado ao Sistema A contribuir com carga organica e
nutrientes adicionais ao afluente, tornando os afluentes dos dois sistemas distintos. O uso das
eficiéncias de remocao permite isolar o efeito catalitico da lacase sobre o desempenho dos
wetlands, independentemente da carga aplicada em cada ciclo. As seguintes hipéteses foram
testadas para cada parametro monitorado:

Ho: A adicdo da lacase livre nao interfere na remogao do parametro avaliado;

H;: A adicdo da lacase livre interfere na remogao do parametro avaliado.

O efeito da introdugao do corante sobre os sistemas foi avaliado comparando as eficién-
cias de remocgao obtidas nas Fases | e Il pelo Teste t pareado, com as campanhas correspon-
dentes de cada fase como pares de observagao:

Ho: A presencga do azul de indigotina nao interfere na remogao do parametro avaliado;

H;: A presenca do azul de indigotina interfere na remogao do parametro avaliado.

O nivel de significancia adotado foi de 95% (p-valor < 0,05) para todas as comparacoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao da lacase por Trametes villosa

A atividade enzimatica do extrato bruto foi monitorada ao longo do cultivo nos dias 7, 12
e 15, conforme descrito na Secdo 4.2.2. Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Atividade enzimatica do extrato bruto de Trametes villosa ao longo do periodo de
cultivo (n = 3).

Dia do cultivo | Atividade enzimatica (U L)
7 4.113,66
12 9.106,44
15 8.491,00

Fonte: Autoria propria (2025).

O pico de producao foi registrado no 12° dia do cultivo, com atividade de 9.106,44 U L.
No 15° dia houve reducéo para 8.491 U L', provavelmente associada & deplegéo de nutrientes
no meio de cultura. Esse perfil € coerente segundo (Modkovski, 2021; Silva et al., 2024) o com-
portamento reportado para lacases de basidiomicetos cultivados em meio liquido com residuos
lignocelulésicos, em que a produgao atinge o0 maximo entre o 10° e o 14° dia, seguida de queda
gradual a medida que as fontes de carbono e nitrogénio se esgotam .

O extrato utilizado nos ensaios subsequentes foi coletado no 15° dia do cultivo, quando
a atividade ja apresentava declinio, porém havia maior volume acumulado disponivel. Essa de-
cisdo evitou o desperdicio do material produzido e a necessidade de preparar um novo cultivo.
Apos liofilizagao e reconstituicdo em tampéao acetato de sédio 50 mM (pH 5,0), o extrato foi
padronizado para a concentragéo de trabalho de 500 U L™, conforme descrito na Secéo 4.2.3.

5.2 Ensaios preliminares em bancada

Os ensaios preliminares tiveram como finalidade definir as condigdes operacionais dos
wetlands construidos, em particular a concentracao enzimatica de trabalho e o tempo de ciclo
de alimentacéao.

5.2.1 Definicao da concentragdo enzimatica

Os parametros fisico-quimicos obtidos apds 6 h de contato com a lacase produzida por
Trametes villosa e com a lacase comercial de Aspergillus sp. sdo apresentados nas Tabela 2
e Tabela 3, respectivamente, conforme as condi¢ées experimentais descritas no Quadro 7 (Se-
cao 4.3.1). As tabelas foram organizadas com o controle na primeira linha, seguido das condi-
¢bes com enzima ativa, enzima inativada e agua destilada, para facilitar a comparacao entre os

tratamentos.
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Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos das amostras apds 6 h de contato com a lacase produzida
por Trametes villosa, sob as condicoes experimentais descritas no Quadro 7 (n = 3).

Alcal. DQO PT NO.” | NOs
Grupo | Condicéo pH | (mgCaCOs L") |((mg L") [(mgL")|(mgL")|(mgL")

C |Aguado cérrego sem enzima| 8,65 50,0 108 6,22 0,144 0,5
(controle)

A |Agua do cérrego + enzima|7,55 41,8 115 17,86 0,065 10,5
500 U L

B Agua do cérrego + enzima|7,14 44,0 178 20,19 0,078 11,3
1000 U L™

D |Agua do cérrego + enzima 8,41 44 4 97 15,94 0,066 4,5
inativada 500 U L'

E |Agua do cérrego + enzima|8,39 46,0 128 16,65 0,075 4.8
inativada 1000 U L™’

F | Agua destilada + enzima 500 (7,19 53 136 17,86 0,042 5,6
uL?

G |Agua destilada + enzima|7,13 4,0 149 17,45 0,059 6,0

1000 U L™!

Fonte: Autoria propria (2025).

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos das amostras apés 6 h de contato com a lacase comercial
de Aspergillus sp. (Sigma-Aldrich, SAE0050), sob as condicdes experimentais

descritas no Quadro 7 (n = 3).

Alcal. DQO PT NO.” | NOs
Grupo | Condicéo pH | (mgCaCOs L") |((mg L") [(mgL")|(mgL")|(mgL")

C Agua do cérrego sem enzima | 8,38 52,0 277,82 5,94 0,169 0,8
(controle)

A |Agua do cérrego + enzima|8,11 33,0 > 900" | 6,97 0,013 0,9
500 U L™

B |Agua do cérrego + enzima|7,94 30,0 > 900 | 6,30 0,016 0,9
1000 U L™

D |Agua do cérrego + enzima |8,29 57,0 > 900" | 9,32 0,128 1,4
inativada 500 U L'

E |Agua do cérrego + enzima|8,35 55,0 > 900" | 8,10 0,130 1,5
inativada 1000 U L

F | Agua destilada + enzima 500 7,06 1,1 >900* | —1,13 | 0,010 0,5
uLT

G |Agua destilada + enzima|7,25 0,6 > 900" | —1,06 | 0,020 0,7

1000 U L™

Fonte: Autoria propria (2025).

Nota: *Valores de DQO que excederam a faixa superior da curva de calibragdo (900 mg L™) mesmo apés sucessivas
diluicoes, reportados como indicacao qualitativa da elevada carga organica da formulacdao comercial.

Nos grupos A e B da Tabela 2, onde a lacase produzida atuou sobre a agua do cérrego,

o pH variou de 7,14 a 7,55, valores inferiores ao do controle sem enzima (grupo C, pH 8,65). A

alcalinidade nesses grupos permaneceu proxima aquela das amostras com enzima desnaturada

(grupos D e E), o que sugere que a reducdo do pH decorre da composicao do préprio extrato

enzimatico, e ndo da atividade oxidativa da lacase.
A DQO foi de 108 mg L™ no controle para 115 mg L™ no grupo A (500 U L") e 178
mg L™ no grupo B (1000 U L™"). O incremento com 500 U L™ foi consideravelmente menor do
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que com 1000 U L™, indicando que parte dessa DQO adicional provém da matéria organica do
extrato e que a dose mais baixa interfere menos na qualidade do efluente. Os grupos F e G
(4gua destilada + enzima) reforcam essa observacdo, com DQO de 136 e 149 mg L' atribuida
exclusivamente aos componentes do extrato.

O fésforo total nos grupos com enzima ativa e inativada (A, B, D, E, F, G) variou de 15,94
a 20,19 mg L, valores muito superiores ao do controle C (6,22 mg L"). Essa elevagao é atri-
buida ao KH,PO, presente na formulagdo do meio de cultura utilizado para producao da lacase
(Secédo 4.2.2), cujo fosforo residual é carreado pelo extrato mesmo apos filtragcao e liofilizagao.

Quanto a lacase comercial (Tabela 3), os valores de DQO nos grupos A e B foram su-
periores a 900 mg L' mesmo apds sucessivas diluicdes. O mesmo padrao foi observado nos
controles com enzima inativada (D, E) e nos ensaios com agua destilada (F, G), o que eviden-
cia interferéncia intrinseca da formulacado comercial sobre o método colorimétrico e ndo efeito
catalitico. Os valores negativos de fésforo total nos grupos F € G corroboram essa interferéncia
da matriz.

A partir desses ensaios, definiu-se a concentracdo de 500 U L' para os experimentos
nos wetlands construidos, pois a dose de 1000 U L™ acarretou aumento expressivo da DQO sem
ganho proporcional na acdo enzimatica. Os dados confirmaram a viabilidade de trabalhar com
a lacase produzida por Trametes villosa, que demonstrou comportamento catalitico compativel
com a aplicagdo pretendida sem comprometer a qualidade do efluente. A lacase comercial,
embora incluida como referéncia, mostrou-se incompativel com a quantificacdo dos parametros

fisico-quimicos pela elevada carga orgénica da sua formulacao.

5.2.2 Estabilidade da lacase em agua do cérrego

A atividade enzimatica e os parametros fisico-quimicos monitorados ao longo de 72 h
sao apresentados na Tabela 4, com o controle sem enzima (B) disposto antes do tratamento
com lacase (A) para facilitar a comparagao. O ensaio foi descontinuado em 96 h por inativagao
enzimatica completa.
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Tabela 4 — Atividade enzimatica e parametros fisico-quimicos ao longo de 72 h de ensaio com
lacase produzida (A) e controle sem enzima (B). Valores médios (n = 3).

Parametro | Unidade | Afluente [ 24h [ 48h | 72h
Controle sem enzima (B) \
pH — 7.4 8,5 8,7 8,6
DQO mg L 1159 | 62,9 | 45,8 | 34,6
Remocao de DQO % — 457 | 60,5 | 70,1
N-amoniacal mg L™ 35,7 35,3 | 350 | 31,4
Nitrito mg L™ 0 0 0 0
Nitrato mg L™ 0,4 05 | 05 | 05
Fésforo total mg L™ 7,0 57 | 54 | 52
Remocéo de PT % — 18,6 | 22,9 | 25,7
Tratamento com lacase (A)

Atividade da lacase uL" 500 345,8 | 55,7 | 20,5
pH — 6,9 7.9 8,5 8,5
DQO mg LT 572,4 |484,6 |216,2 | 206,7
Remocao de DQO % — 15,3 | 62,2 | 63,9
N-amoniacal mg L™ 31,0 30,6 | 30,3 | 30,0
Nitrito mg L™ 0,1 01 | 01 | 0,1
Nitrato mg L™ 17,4 88 | 30 | 1,7
Remocéo de Nitrato % — 49,4 | 82,8 | 90,2
Fosforo total mg L™ 15,6 12,8 | 11,1 | 10,6
Remocéo de PT % — 17,9 | 28,8 | 32,1

Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Ensaio descontinuado em 96 h por inativacdo enzimatica completa (0,1 U L™"). Tragos (—) indicam que o calculo

de remocao nao se aplica ao tempo inicial.

O perfil de decaimento da atividade enzimatica ao longo do ensaio é apresentado na

Figura 27.

Figura 27 — Variagdo da atividade da lacase (U L) ao longo de 96 h de ensaio em agua do
corrego Ribeirdao dos Miiller com aeragao continua.
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Fonte: Autoria propria (2025).
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Na Figura 27 observa-se que a atividade decaiu de 500 U L™ para 345,8 U L™ nas pri-
meiras 24 h, reduzindo para 55,7 U L' em 48 h, 20,5 U L' em 72 h e tornando-se indetectavel
em 96 h. Esse perfil de inativagao era esperado, dado que o0 meio ndo era estéril, microrganis-

mos presentes na agua do cérrego podem ter degradado a enzima por protedlise, somado aos

efeitos de temperatura e adsorgao ao material particulado, condigbes que reduzem a estabili-
dade da lacase em matrizes reais quando comparada a solugdes sintéticas (Lloret et al., 2011;
Kujawa et al., 2021b). Em 48 h a enzima ainda conservava cerca de 11% da atividade inicial, o

que sustentou a definicdo de ciclos operacionais de 48 h para os wetlands construidos.
As concentragdes normalizadas (C/Cg) dos parametros fisico-quimicos monitorados séo

apresentadas na Figura 28.
Figura 28 — Variacao da concentracao normalizada (C/Cy) de DQO (a), nitrato (b), fésforo total (c)
e nitrogénio amoniacal (d) ao longo de 72 h de ensaio. Controle B (sem enzima) e

tratamento A (lacase 500 U L™).
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Na Figura 28 em (a), os perfis de C/C, da DQO mostram que o controle B apresentou

queda mais acentuada nas primeiras 24 h (C/Cy = 0,54) em comparagéao ao tratamento A (C/Cq
= 0,85), porém ambos convergiram para valores proximos a partir de 48 h. A DQO no afluente
do tratamento A (572,4 mg L) foi cerca de cinco vezes superior & do controle B (115,9 mg
L"), diferenga atribuida & carga organica do proprio extrato enzimatico, composto de proteinas,
carboidratos residuais e metabdlitos da fermentagdo. Em 72 h, o tratamento atingiu 206,7 mg
L™ (remocéo de 63,9%) e o controle 34,6 mg L™ (70,1%). A remocéo observada no controle
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B, onde nao havia lacase, poderia ser atribuida a atividade microbiana aerébia estimulada pela
aeragao continua. No tratamento A, 0 mesmo mecanismo microbiano atuou sobre uma carga
organica maior, 0 que explica a eficiéncia percentual semelhante a partir de 48 h, momento em
que a lacase ja havia perdido a maior parte da sua atividade.

O nitrogénio amoniacal variou pouco em ambos os sistemas, permanecendo entre 30 e
35 mg L' ao longo do ensaio (Figura 28d). Esse resultado é coerente com o fato de a lacase
nao atuar sobre formas reduzidas de nitrogénio (Baldrian, 2006).

O nitrato no tratamento A apresentou redugédo expressiva, de 17,4 mg L™ no afluente
para 3,0 mg L' em 48 h (82,8%) e 1,7 mg L' em 72 h (90,2%), conforme visualizado na Fi-
gura 28b. No controle B, as concentragdes permaneceram entre 0,4 e 0,5 mg L™, sem variacéo.
A concentracao inicial elevada no tratamento A é atribuida ao nitrato residual do meio de cultura,
e a redugdo ao longo do tempo pode estar associada ao consumo de oxigénio pela atividade
microbiana estimulada pela matéria organica do extrato, gerando microzonas andéxicas que fa-
vorecem a desnitrificacao (Vymazal, 2010; Dotro et al., 2017).

O fésforo total partiu de 15,6 mg L™ no tratamento A e 7,0 mg L™ no controle B. A
concentragao mais elevada no tratamento é novamente atribuida ao KH,PO,4 do meio de cultura.
As remocoes em 72 h foram de 32,1% e 25,7%, respectivamente, possivelmente associadas a
precipitacao de fosfatos em condi¢cdes de pH alcalino. Os perfis de C/C, (Figura 28c) mostram
comportamento semelhante entre os dois sistemas.

Com base nos resultados, definiu-se o ciclo operacional de 48 h para os wetlands cons-
truidos, periodo em que a lacase ainda apresentava atividade mensuravel e os parametros

fisico-quimicos ja indicavam estabilizacao.

5.3 Imobilizacao da lacase em residuos da construcao civil

Os ensaios de imobilizagao foram conduzidos em etapas progressivas, partindo da tri-
agem exploratéria dos materiais suporte, passando pela quantificagdo do rendimento de imo-
bilizacao e finalizando com a otimizagao da sequéncia de adi¢gdo dos reagentes, conforme os
protocolos descritos na Secao 4.4.

5.3.1 Triagem dos materiais suporte

Os resultados da triagem exploratéria entre tijolo cerdmico e concreto aerado autocla-
vado sdo apresentados na Tabela 5. Cada material foi avaliado em quatro condi¢des de pré-
tratamento, totalizando oito combinagées, com concentragao enzimatica de 1000 U L.
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Tabela 5 — Atividade enzimatica retida no suporte e liberada na lavagem durante a triagem de
materiais para imobilizacdo de lacase a 1000 U L' (n = 3).

Condicao do suporte  Atividade no suporte DP  Atividade nalavagem DP  CV suporte

(UL’ (UL (%)
Tijolo ceramico
in natura (T) 43,09 3,54 51,56 14,19 8,2
Autoclavado (TA) 54,42 4,52 44,04 5,89 8,3
Silanizado (TS) 55,94 2,21 33,14 6,69 3,9
Autoclav. + silan. (TAS) 33,43 1,49 41,73 4,53 4,5
Concreto aerado autoclavado

in natura (C) 34,82 4,93 69,48 2,56 14,2
Autoclavado (CA) 50,88 8,15 58,15 16,42 16,0
Silanizado (CS) 64,80 1,33 6,52 3,73 2,1
Autoclav. + silan. (CAS) 67,75 2,69 23,68 3,09 4,0

Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variacao. Atividades medidas pelo
método ABTS a 420 nm

A triagem evidenciou diferengas marcantes entre os materiais que iam além dos valo-
res numéricos de atividade. No tijolo ceramico, a solugao resultante da incubacdo com ABTS
apresentou coloragao verde caracteristica da oxidacao do substrato, proporcional a atividade da
lacase. O meio permaneceu limpido ao longo do ensaio, sem interferéncia na leitura espectro-
fotométrica.

O concreto aerado, ao entrar em contato com a solu¢do aquosa, liberou particulas finas
que conferiram aspecto leitoso e persistente ao meio, mesmo apds centrifugagédo. A coloragédo
verde produzida pela oxidagao do ABTS era menos intensa nos tubos com concreto do que nos
tubos com tijolo, apesar de os valores numéricos de absorbancia serem superiores. A dispersao
da luz pelas particulas suspensas eleva a linha de base espectrofotométrica e superestima a
atividade enzimatica. Essas interferéncias foram relatadas previamente para suportes a base
de silicato de calcio por Kujawa et al. (2021b). Os valores aparentemente elevados de atividade
para CS (64,80 U L") e CAS (67,75 U L") ndo podem, portanto, ser comparados diretamente
aos obtidos para o tijolo. O controle de turbidez do concreto, realizado em ensaio paralelo com
suporte sem enzima, gerou leituras de absorbancia equivalentes ou superiores as do suporte
com enzima, confirmando a interferéncia.

Quanto ao tijolo ceramico, a silanizagdo reduziu a perda enzimatica na lavagem. A con-
digao TS (silanizado) apresentou a menor atividade na lavagem entre os tratamentos do tijolo
(33,14 U L), indicando maior retencéo da enzima na superficie funcionalizada. O tijolo in na-
tura (T) apresentou atividade na lavagem superior a do préprio suporte (51,56 versus 43,09 U
L"), o que indica baixa afinidade entre a enzima e a superficie no funcionalizada. A autocla-
vagem isolada (TA) melhorou a retencéo, e a combinag¢ao autoclavagem + silanizagdo produziu
0s menores coeficientes de variagdo (4,5% no suporte), sugerindo maior reprodutibilidade na
ligacao.

Diante desses resultados, o concreto aerado autoclavado foi descartado como suporte
por apresentar interferéncia analitica incompativel com a determinacao espectrofotométrica da
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atividade enzimatica. O tijolo ceramico foi selecionado para a continuidade do trabalho em suas

condigbes silanizadas, por permitir leituras confiaveis e retengdo enzimatica consistente.

5.3.2 Rendimento de imobiliza¢do e atividade recuperada

Uma vez definida a concentragao de 500 U L™ como padréo de trabalho (Secéo 5.2.1),
os resultados da quantificagdo formal do rendimento de imobilizagao e da atividade recuperada
sdo apresentados na Tabela 6. Foram testadas quatro condicbes: concreto aerado autoclavado
silanizado (CAS), tijolo autoclavado silanizado (TAS), concreto aerado sem tratamento (C) e
tijolo sem tratamento (T). O concreto foi mantido nesta rodada para confirmar a interferéncia
observada na triagem.

Tabela 6 — Rendimento de imobilizacao e atividade recuperada para diferentes suportes a
500 U L™'. Valores médios (n = 3).

Suporte Atividade suporte DP Sobrenadante @ DP  Ativ.recup. Rend.imob. Lavagem

(L (L") (%) (%) (UL’
CAS 48,50 0,54 462,35 16,23 2,13 83,13 9,97
TAS 39,56 0,55 470,34 3,14 1,74 82,84 20,58
C 42,38 0,40 600,51 6,54 1,98 78,09 25,26
T 25,62 0,49 507,27 3,15 1,15 81,50 18,54

Fonte: Autoria propria (2025).

Nota: CAS = concreto aerado autoclavado silanizado; TAS = tijolo autoclavado silanizado; C =
concreto aerado sem tratamento; T = tijolo sem tratamento; DP = desvio padrdo; Sobrenad. =
atividade no sobrenadante diluido 1/20; Ativ. recup. = atividade recuperada; Rend. imob. =
rendimento de imobilizacao.

O rendimento de imobilizagdo variou entre 78% e 83% em todos os suportes, indicando
que a maior parte da enzima adicionada foi removida da solucao e retida nos materiais. Nao
houve diferenga expressiva entre suportes silanizados e nao silanizados nesse parametro. A
atividade recuperada, contudo, foi inferior a 2,2% em todos os casos, sugerindo que, embora a
enzima tenha sido adsorvida ou ligada ao suporte, grande parte perdeu a conformacao catalitica
durante o processo de reticulagdo com glutaraldeido.

O CAS apresentou a maior atividade recuperada (2,13%) e a menor atividade na lava-
gem (9,97 U L), valores que poderiam indicar boa retencéo. A turbidez do concreto, porém,
persistiu neste ensaio. O sobrenadante do concreto sem tratamento (C) atingiu 600,51 U L™,
valor superior aos 500 U L adicionados, resultado fisicamente impossivel que s6 se explica
pela interferéncia da turbidez na leitura. Esse dado confirmou, de forma quantitativa, a limitagao
analitica j& observada na triagem (Se¢éo 5.3.1).

Para o TAS, o rendimento de 82,84% e a atividade recuperada de 1,74% foram ligeira-
mente inferiores ao CAS, mas as leituras foram limpas e reprodutiveis (CV de 1,39% no suporte
e 0,67% no sobrenadante). A lavagem do TAS (20,58 U L) foi maior do que a do CAS (9,97 U
L"), sugerindo que parte da enzima estava fracamente adsorvida e n&o covalentemente ligada.
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A atividade recuperada baixa em todos os suportes (~2%) apontou para a necessidade
de revisar o protocolo de imobilizagdo. Essa perda catalitica pode estar associada a alteracoes
conformacionais da enzima durante a reticulagdo com glutaraldeido, efeito ja descrito quando
a concentragao do reticulante ou o tempo de contato sdo excessivos (Fernandez-fernandez;
Sanroman; Moldes, 2013). Tal constatagdo motivou 0s ensaios de otimizagdo da sequéncia de
adicao, descritos na secéo seguinte.

5.3.3 Otimizacao da sequéncia de adicao

Os resultados das trés sequéncias de adigao testadas em tijolo autoclavado silanizado
(TAS) sao apresentados na Tabela 7, organizados em ordem decrescente de atividade recupe-
rada.

Tabela 7 — Efeito da sequéncia de adicao na imobilizacao de lacase em tijolo autoclavado
silanizado (TAS) a500 U L™ (n = 3).

Condicao Ativ. suporte DP CV  Ativ.recup. Rend.imob. Lavagem
(UL’ (%) (%) (%) (L’
TAS E (enzima primeiro) 50,53 557 11,0 17,21 58,72 7,22
TAS G (glutaraldeido primeiro) 36,07 2,79 77 13,82 52,20 5,45
TAS (adigdo simultanea) 40,28 455 11,3 11,74 68,60 3,61

Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: TAS E = enzima adicionada antes do glutaraldeido; TAS G = glutaraldeido
adicionado antes da enzima; TAS = adicao simultanea.

A sequéncia de adicao teve efeito direto sobre a atividade recuperada. A condigao TAS
E, com enzima adicionada 30 minutos antes do glutaraldeido, atingiu 17,21% de atividade recu-
perada, aumento de quase dez vezes em relagdo ao protocolo de adicao simultanea utilizado
nas etapas anteriores (~2%, Se¢ao 5.3.2). A atividade no suporte também foi a mais alta do
ensaio (50,53 U L ™).

A condicdo TAS G (glutaraldeido primeiro) alcangou 13,82% e a adi¢cao simultanea fi-
cou em 11,74%. O rendimento de imobilizag&o, por outro lado, foi maior na adi¢cdo simultanea
(68,60%) e menor na TAS E (58,72%). Esse comportamento é compativel com a cinética de
reticulacao do glutaraldeido: quando presente desde o inicio, o reticulante remove grande parte
da enzima da solugao por reticulacdo intermolecular entre moléculas de lacase, 0 que aumenta
o rendimento aparente mas aprisiona parte da enzima em agregados sem atividade catalitica.

Na condicdo TAS E, o contato prévio de 30 minutos com o suporte permite que a enzima
adsorva aos grupos aminopropil do APTES em uma orientacdo que preserva melhor o sitio
ativo. O glutaraldeido, adicionado posteriormente, estabiliza a ligagao ja formada sem promover
reticulagéo cruzada. O rendimento acaba menor porque nem toda a enzima se liga ao suporte
nesse intervalo, mas a fracao que se liga mantém mais atividade, e é a atividade catalitica que
interessa para a aplicagao nos wetlands.

Os controles realizados em paralelo reforcaram a coeréncia dos resultados. O controle
C1 (glutaraldeido + tamp&o + enzima, sem suporte) apresentou atividade de 351,43 U L™, evi-
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denciando que o glutaraldeido por si s6 reduz a atividade enzimatica em cerca de 30%. Cabe
ressaltar que, neste ensaio, foi utilizada uma solugéo de glutaraldeido recém-comprada, o que
pode ter contribuido para a maior eficiéncia de reticulagdo em comparacao com o0s ensaios an-
teriores (Secao 5.3.2), nos quais a solucao apresentava maior tempo de armazenamento. O
controle C2 (tampao + enzima, sem glutaraldeido nem suporte) manteve atividade de 474,19 U
L', préxima da atividade inicial, confirmando que a enzima permanece estavel nas condicdes
do ensaio na auséncia do reticulante.

Diante desses resultados, o protocolo com adigdo prévia da enzima (TAS E) foi ado-
tado como procedimento padrao para imobilizagao nos wetlands construidos. O tijolo ceramico
autoclavado e silanizado com APTES, combinado a sequéncia enzima-glutaraldeido, reuniu as
melhores condi¢des para a aplicacao proposta: leituras analiticas confiaveis, atividade recupe-
rada de 17,21% e boa reprodutibilidade entre réplicas.

5.4 Selecao do corante modelo

Os resultados dos ensaios de descoloragdo dos trés corantes alimenticios pela lacase
de T. villosa sao apresentados na Tabela 8, nas matrizes agua destilada e 4gua do cérrego
Ribeirdo dos Miiller, conforme protocolo descrito na Secao 4.6.

Tabela 8 — Concentracao inicial (Cp) e percentual de remocéao do azul de indigotina (Al), amarelo
tartrazina (AT) e ponceau 4R (P4R) pela lacase de T. villosa em agua destilada e agua
do cérrego do Ribeirdao dos Miiller nos tempos de 24 he 48 h (n = 3)

Corante Matriz Co média Remocido (%) Remocao (%)
(mgL") t=24h t=48h
Al (610nm)  Aguadestiiada 23,71 £0,09 81,6+0,2 99,9 + 0,1
Agua do corrego 23,79 +0,05  54,1+0,2 61,2+0,2
AT (426 nm)  Aguadestiada 19,02 + 0,07 0 0
Agua do corrego 26,21 + 0,03 0,3+0,1 0
P4R (507 nm) Agua destilada 25,35+ 0,04  30,3%0,1 38,9+0,2
Agua do cérrego 19,07 + 0,03 0,6 +0,1 1,6 +0,1

Fonte: Autoria propria (2025).

O amarelo tartrazina ndo apresentou descoloragéo detectavel em nenhuma das matri-
zes, resultado coerente com a estrutura azo monossubstituida desse corante, que oferece maior
resisténcia a oxidacao pela lacase. O ponceau 4R alcangou 38,9 4 0,2% de remocao em agua
destilada apds 48 h, porém em agua do cérrego os valores foram de apenas 1,6%, indicando
forte influéncia da matriz sobre a acao enzimatica nesse substrato.

O azul de indigotina foi o corante com maior descoloracao nas duas matrizes. Em agua
destilada, a descoloracao atingiu 81,6 + 0,2% em 24 h e 99,9 + 0,1% em 48 h. Em agua do
coérrego, os valores foram de 54,1 4+ 0,2% e 61,2 4+ 0,2%, respectivamente. A descoloracao
menor na agua do cérrego sugere que compostos organicos e inorganicos presentes no eflu-
ente competiram com o corante pelos sitios ativos da enzima ou interferiram na sua atividade
catalitica.
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Com base nesses resultados, o azul de indigotina foi selecionado como corante mo-
delo para as etapas subsequentes, por apresentar a maior susceptibilidade a acao da lacase e
permitir quantificagcao espectrofotométrica a 610 nm com boa resolugéo analitica em ambas as
matrizes.

5.5 Descoloracao do azul de indigotina com lacase imobilizada em bancada

A atividade enzimatica medida diretamente no suporte apés a imobilizagao e lavagem foi
de 27,06 £ 4,94 U L™, confirmando a presenca de lacase ativa no tijolo cermico. Os resultados
dos trés ciclos consecutivos de 48 h sdo apresentados na Tabela 9, com as concentracdes de
azul de indigotina (Al) calculadas a partir da curva analitica construida em agua do corrego
(Secéo 4.6).

Tabela 9 — Concentracdo de azul de indigotina (mg L™') e descoloracéo (%) nas quatro condicdes
experimentais ao longo de trés ciclos de reuso de 48 h em bancada (n = 3).

Condicao Ciclo 1 (0-48 h) Ciclo 2 (48-96 h) Ciclo 3 (96-144 h) |
C C C

(mgL') |Desc.(%)| (mgL') |Desc.(%)| (mgL') |Desc. (%)
Entrada 24,76 + 0,07 —_ 22,44 + 0,19 — 20,07 £+ 0,10 —
Branco 26,38 + 0,56 0 22,38 + 0,28 0 20,92 + 1,04 0
Adsorgao 26,83 + 1,05 0 23,01 + 0,25 0 21,44 + 1,43 0
Lacase livre 10,38 + 1,39 58,1 11,15 + 2,58 50,3 10,24 + 1,18 49,0
Lacase imobilizada| 18,46 +=1,59| 255 |17,44+3,07| 22,3 |16,20+0,39| 19,3

Fonte: Autoria propria (2026).
Nota: C = concentracao de azul de indigotina obtida pela curva analitica descrita na Secao 4.6. Valores de 0% indicam
auséncia de descoloragdo (C > Cq).

A concentragao inicial do Al variou de 20,07 a 24,76 mg L™ entre os ciclos, em fungéo
de coletas independentes da agua do coérrego, cuja matriz apresenta carga orgéanica e ibnica
variavel que interfere na quantificacao espectrofotométrica. Nas condicées Branco e Adsorcgao,
a concentracao de saida foi igual ou ligeiramente superior a de entrada nos trés ciclos. Esse pe-
queno aumento pode ser atribuido a concentra¢ao do corante por evaporacao parcial durante as
48 h em frasco aberto a temperatura ambiente, e ndo a degradacao ou adsorcao. Esse resultado
confirma que o azul de indigotina € estavel na matriz e que o tijolo ceramico sem enzima néao
retém o corante, atribuindo a descolora¢do observada nas demais condigdes exclusivamente a
acao catalitica da lacase.

Na lacase livre, a concentragao residual variou de 10,24 a 11,15 mg L', com descolo-
racao entre 49,0 e 58,1% ao longo dos trés ciclos, com enzima renovada a cada batelada. A
descoloracgéo ligeiramente maior no primeiro ciclo (58,1%) pode estar relacionada a variagcoes
na composicao da agua do cérrego entre coletas, uma vez que compostos presentes no efluente
competem com o corante pelos sitios ativos da enzima.

Na lacase imobilizada, a concentragao residual variou de 16,20 a 18,46 mg L', com des-
coloracao entre 19,3 e 25,5% sem renovacdo da enzima. A retencio da capacidade catalitica
entre o primeiro e o terceiro ciclo foi de 75,7% (19,3/25,5), o que indica boa estabilidade ope-
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racional do biocatalizador ancorado no tijolo. Porém, observou-se queda gradual ao longo dos
ciclos, possivelmente associada a lixiviagdo de moléculas de lacase fracamente ligadas ao su-
porte ou a inativacao progressiva pela exposicao continua a matriz real (Fernandez-fernandez;
Sanroman; Moldes, 2013).

Os percentuais de descoloragao ao longo dos ciclos sao apresentados na Figura 29.

Figura 29 — Descoloracio (%) do azul de indigotina (25 mg L) em agua do cérrego Ribeirdo dos
Miller ao longo de trés ciclos de retiso de 48 h para as condicdes Branco, Adsorcao,
Lacase livre (500 U L) e Lacase imobilizada em tijolo ceramico. Barras de erro
representam desvio padrao (n = 3).
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Fonte: Autoria propria (2026).

Na Figura 29 observa-se que a lacase imobilizada manteve descoloracao em todos os
ciclos, embora em valores inferiores aos da lacase livre. A diferenga entre as duas formas é
coerente com o comportamento descrito na literatura para enzimas imobilizadas por ligacao
covalente, em que a reticulagdo com glutaraldeido pode restringir a mobilidade conformacional
da enzima e dificultar o acesso do substrato ao sitio ativo (Kujawa et al., 2021b; Rodriguez-
couto, 2024).

Os resultados apresentados até aqui mostram a descoloracao obtida em cada ciclo in-
dividual, porém a comparagéo entre as formas livre e imobilizada exige considerar o consumo
enzimatico associado. Enquanto a lacase livre foi renovada a cada batelada, totalizando trés
doses aplicadas ao longo dos 144 h de operacao, a lacase imobilizada atuou sobre as trés ba-
teladas a partir de uma Unica dose inicial. O desempenho comparativo entre as duas formas em
funcdo das doses enzimaticas aplicadas é apresentado na Figura 30.
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Figura 30 — Desempenho comparativo entre lacase livre e lacase imobilizada em funcao das
doses enzimaticas aplicadas: (a) descoloracao acumulada do azul de indigotina ao
longo dos trés ciclos consecutivos de 48 h e (b) descoloracao total alcancada por
dose enzimatica ap6s os trés ciclos.
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Na Figura 30 em (a), observa-se que a descoloragdo acumulada apés os trés ciclos
foi de 157,4% para a lacase livre e 67,1% para a lacase imobilizada, ou seja, a forma livre
removeu o dobro de corante em termos absolutos ao longo do periodo de operagao. Porém,
quando a descoloragdo acumulada é normalizada pelo nimero de doses enzimaticas aplica-
das (Figura 30b), a lacase imobilizada alcangou 67,1% de descoloracdo por dose, valor 28%
superior ao da lacase livre (52,5%). Esse resultado indica que, em termos de aproveitamento
enzimatico, cada unidade de atividade aplicada na forma imobilizada gera maior descoloracao
total ao longo do tempo do que na forma livre.

Adicionalmente, a lacase imobilizada manteve 75,7% da capacidade catalitica entre o
primeiro e o terceiro ciclo (19,3/25,5), 0 que sugere que o biocatalisador permaneceu ativo ao fi-
nal do experimento e poderia sustentar ciclos adicionais até a perda completa da atividade. Esse
comportamento reforga a vantagem operacional da imobilizagdo em sistemas com alimentacao
ciclica, como os wetlands construidos, em que a substituicdo continua do extrato enzimatico
seria inviavel na pratica.

A adicao controlada do azul de indigotina a agua do cérrego, em concentracido de 25
mg L a cada ciclo, permitiu avaliar a atuacdo da lacase sobre um contaminante de interesse
em matriz real, porém configura um cendrio semi-natural. Em efluentes industriais reais, a carga
do corante é variavel, pode estar associada a outros compostos recalcitrantes da mesma linha
produtiva, e a matriz pode conter agentes quimicos provenientes dos processos de tingimento.
Assim, as eficiéncias de descoloracdo obtidas neste estudo refletem o comportamento dos sis-
temas nas condicdes ensaiadas e ndo devem ser extrapoladas diretamente para efluentes in-
dustriais sem estudos complementares com matrizes reais de origem téxtil ou alimenticia.

Com base nos resultados apresentados, a lacase de Trametes villosa imobilizada em
tijolo ceramico pelo protocolo TAS E (Secéo 4.4.4) manteve capacidade de descoloragédo do
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azul de indigotina ao longo de ciclos sucessivos em condicbes que simulam a operacao dos
WCFV. A possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador sem reposi¢cao enzimatica a cada ciclo
representa uma vantagem operacional frente a aplicacao da lacase na forma livre, em que a
renovacao do extrato a cada ciclo eleva o consumo enzimatico.

5.6 Desempenho dos wetlands

5.6.1 Inspecao prévia dos sistemas

O objetivo dessa etapa foi permitir a estabilizacdo do meio suporte de tijolo ceramico e
0 enraizamento das mudas de Eichhornia crassipes antes do inicio do monitoramento.

As trés mudas introduzidas em cada unidade experimental sobreviveram ao periodo,
embora o crescimento vegetativo tenha sido visivelmente limitado pelas condi¢des climaticas
de Curitiba neste periodo, que segundo (AccuWeather, 2026), a temperaturas registradas de 7
a 31 °C, com média de 17,1 °C valores inferiores a faixa recomendad por (Brix, 1994; Rezania et
al., 2015) de 25 a 35 °C indicada como étima para o desenvolvimento de E. crassipes , refletindo
a transicao do inverno para a primavera caracteristica da regiao sul do Brasil. O monitoramento
teve inicio em 20 de outubro de 2025, com a Fase | de operacao.

5.6.2 Parametros fisicos-quimicos

A agua utilizada na alimentagéo de ambos os sistemas foi coletada diretamente no cér-
rego Ribeirdo dos Muller, corpo hidrico urbano que atravessa o campus da UTFPR Sede Eco-
ville. Por se tratar de um manancial urbano sujeito a variagdes pluviométricas, drenagem difusa
e contribuigdes difusas ao longo do seu percurso, a composicao da agua variou entre as campa-
nhas de monitoramento, o que se reflete nos coeficientes de variacao elevados observados nos
afluentes de ambos os sistemas, especialmente para turbidez e condutividade elétrica. Essa
variabilidade é inerente ao uso de agua de cérrego e ndo representa instabilidade experimental,
ao contrario, confere maior representatividade aos resultados. Vale destacar que os afluentes
dos dois sistemas diferem sistematicamente entre si, enquanto o afluente do Sistema B corres-
ponde a agua do cérrego sem qualquer adicao, o afluente do Sistema A recebe, a cada ciclo, o
extrato bruto de lacase calculado para atingir 500 U L™ nos 2 L de alimentac&o. Esse extrato, ob-
tido por fermentagéo com residuos agroindustriais, introduz carga organica e ibnica adicional no
afluente de A, o que explica as diferencas sistematicas observadas entre os afluentes dos dois
sistemas ao longo de todo o experimento. Os resultados dos parametros fisicos monitorados
nas Fases | e Il estdo apresentados na Tabela 10.



Tabela 10 — Resultados em funcao da média, desvio padrao (DP), coeficiente de variacao (CV), valores minimos (Min.) e maximos (Max.) e eficiéncias de
remocao (E%) para os parametros fisicos monitorados no afluente e efluente dos Sistemas A e B ao longo das Fases | e Il (n = 32)

Fase | - Ciclo 48 h

Fase Il - Ciclo 48 h

Amostra n | Estatistica , -
pH OD ORP CE Turbidez| pH OD ORP CE  Turbidez
Média 73 3,7 139 675 35 70 22 150 526 4,8
Min. 71 27 123 420 10 68 16 141 398 3,0
Afluente Sistema A | 8 | Méax. 76 52 162 1069 72 73 32 159 590 7,9
DP 02 09 16 197 18 02 07 6 61 1,6
cv 0,02 0,2 0,1 0,29 0,52 |0,03 0,30 0,04 0,12 0,32
Média 6,3 51 125 545 0,6 6,8 4,7 142 349 0,0
Min. 53 44 94 400 0,0 6,6 43 132 284 0,0
Efluente Sistema A | 8 Max. 72 59 151 670 2,6 70 53 155 423 0,0
DP 0,7 06 18 75 1,0 01 04 9 57 0,0
cv 0,10 0,10 0,10 0,14 1,56 |0,02 0,08 0,06 0,16 0,00
E% — —  — 19,20% 98,30% | — — — 33,70% 99,60%
Média 75 44 124 543 19,8 78 44 126 292 0,3
Min. 74 35 86 321 7.5 74 3,7 111 169 0,1
Afluente Sistema B | 8 | Max. 78 58 169 941 57,3 83 49 180 359 0,9
DP 0,2 09 32 195 17 03 04 23 60 0,3
cv 0,02 0,20 0,26 0,36 0,86 |0,04 0,10 0,18 0,21 1,00
Média 6,3 6,2 109 474 0,1 71 51 118 89 0,0
Min. 59 58 89 303 0,0 6,8 45 92 76 0,0
Efluente Sistema B | 8 Max. 6,6 6,7 136 703 0,3 73 53 184 108 0,0
DP 0,3 03 18 136 0,1 02 03 29 10 0,0
cv 0,05 0,06 0,17 0,29 1,37 |0,02 0,06 0,24 0,11 0,00
E% — —  — 12,70% 99,60% | — — — 69,60% 92,60%

Fonte: Autoria propria (2026).

Nota: Sistema A = wetland com lacase imobilizada; Sistema B = wetland controle (sem lacase). Fase | = operagdo sem corante; Fase Il = operagdo com azul de indigotina a 25 mg L™.

€8
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5621 pH

Na Figura 31 é apresentada a variagao dos valores de pH nas amostras do afluente e
efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il, com e sem o corante azul de indigotina (n = 32).

O pH das amostras do afluente variou de 7,05 a 7,82 durante a operagéao, faixa que
segundo Cooper et al. (1996), IWA (2000) e Kadlec e Wallace (2009) é favoravel para amoni-
ficacao (6,5-8,5), nitrificacao (7,5-8,6) e desnitrificacao (6,5-7,5). Ap6s o ciclo de 48 h, o pH
das amostras dos efluentes reduziu para 5,25 a 7,19 no Sistema A e de 5,85 a 6,65 no Sistema
B na Fase |. Este comportamento pode ser atribuido a produgao de ions H* pela nitrificagao e
a liberacédo de CO, durante a mineralizacdo da matéria organica (Dotro et al., 2017; Vymazal,
2007). Vale destacar que os valores do pH se mantiveram na faixa de 5,0 a 9,0 estabelecida na
Resolugao CONAMA n® 430/2011 para langamento de efluentes (Brasil. Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), 2002).

Figura 31 — Variacao dos valores de pH nas amostras do afluente e efluentes dos Sistemas A e B
nas Fases |l e ll
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistemas - A = wetland com lacase livre (500 U L™); B = wetland controle (sem
lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com adi¢cao de azul de indigotina (25
mg L)

Na Fase |, a presenca da lacase nao alterou o pH das amostras dos efluentes dos
sistemas, que nao diferiram entre si (p-valor = 0,7128). Na Fase Il, com a adi¢cdo do corante, o pH
do afluente variou de 6,76 a 8,29 considerando os dois sistemas. Nas amostras dos efluentes,
foi observada diferencga significativa entre os sistemas (p-valor = 0,0018), rejeitando-se Hy; a
lacase interferiu no pH do efluente na presenga do corante, provavelmente pela geracdo de
acidos intermediarios durante a degradacao enzimatica no Sistema A.
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No Sistema A com lacase, o pH das amostras do efluente manteve-se estavel nas Fases
I e Il e sem diferenga significativa (p-valor = 0,0697). No Sistema B sem lacase, foi verificado
aumento do pH nas amostras do efluente na Fase Il e diferenca significativa (p-valor = 0,0010),
sugerindo que a variacao no pH das amostras do Sistema B est4 ligada a composicao da agua

do cérrego nessa fase e ndo ao efeito do corante no pH.

5.6.2.2 Potencial de Oxirreducao

Na Figura 32 é apresentada a variagao dos valores do potencial de éxido-reducéao (POR)
nas amostras do afluente e dos efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 32 — Variacdo do POR nas amostras do afluente e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases

lell
180 Fase | Fase ll
1 25%-75%
— Max. e Min.
— Mediana
160 A O Média
¢ Outliers
—l_ —
< 140 - o
E
% L 0 o o]
120 =]

100 ~ 1 l l 1

T T T T T T T T
Afluente Efluente  Afluente Efluente Afluente Efluente  Afluente Efluente
Sist. A Sist. A Sist. B Sist. B Sistt A Sist. A Sist. B Sist. B

80 -

Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L™); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao do azul de indigotina; Fase Il = adicao de azul de
indigotinaa 25 mg L™

Nas amostras do afluente na Fase |, os valores do POR variaram de +123 a +162 mV
no Sistema A e de +86 a +169 mV no Sistema B. Ap6s o tempo de contato de 48 h, os valores
do POR nas amostras dos efluentes variaram de +94 a +151 mV no Sistema A e de +89 a +136
mV no Sistema B. Nesta fase, a adi¢cdo da lacase livre n&o interferiu no POR, pois ndo foram
observadas diferencas significativas entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor =
0,0952). Estes valores, associados as concentracées do OD observadas, sugerem ambientes
predominantemente aerdbios nos sistemas segundo Matos et al. (2010) e Dotro et al. (2017),
condicao favoravel a atividade catalitica da lacase.
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Com a adicao do corante na Fase Il, os valores do POR nas amostras do afluente varia-
ram de +141 a +159 mV no Sistema A e de +111 a +180 mV no Sistema B. Nas amostras dos
efluentes, os valores do POR variaram de +132 a +155 mV no Sistema A e de +92 a +184 mV
no Sistema B. Nesta fase, foi observada diferenca significativa entre as amostras dos efluentes
dos sistemas (p-valor = 0,0115), ou seja, a lacase interferiu no POR na presenca do corante,
com o Sistema A em condigbes mais oxidantes durante a degradacdo enzimatica do azul de
indigotina.

Porém na comparagao entre as Fases | e |, a adicdo do corante ndo alterou as condigbes
oxidantes do Sistema A (p-valor = 0,0605) e nem do Sistema B (p-valor = 0,4313).

Com base nos resultados apresentados, é possivel considerar que os sistemas se man-
tiveram predominantemente sob condi¢gdes aerdbias mesmo com a atividade enzimatica e com
a adigao do azul de indigotina, pois valores superiores a +100 mV indicam ambientes aerdbios
e entre -100 mV e +100 mV indicam ambientes andxicos de acordo com Matos et al. (2010).

5.6.2.3 Condutividade Elétrica

Na Figura 33 é apresentada a variagdo dos valores da CE nas amostras do afluente e
dos efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 33 — Variacao da CE nas amostras do afluente e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases |
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras do afluente na Fase |, a CE variou de 420 e 1069 pS cm™ no Sistema A
e de 321 a 941 pS cm™ no Sistema B. Os picos nos valores da CE registrados provavelmente
refletem periodo de estiagem no cérrego, com menor volume de dgua e maior concentracao de



87

solidos. Os valores mais elevados da CE nas amostras do afluente no Sistema A em relagéo ao
Sistema B sao atribuidos a carga ibnica do extrato enzimatico incorporado ao afluente.

Nas amostras dos efluentes, a CE variou de 400 a 670 pS cm™ no Sistema A e de 302
a 703 pS cm™ no Sistema B, sem diferenca significativa entre as amostras, ou seja, a lacase
livre ndo interferiu na CE na Fase I. A reducao da CE nas amostras dos efluentes em relacdo as
amostras do afluente pode ser atribuida a absorgao pelas macréfitas e a adsorcao no material
filtrante a base de ceramica (Sandoval et al., 2019).

Na Fase Il, a CE das amostras dos afluentes apresentou variacdo de 398 a 590 pS cm™
no Sistema A e de 168 a 359 uS cm™ no Sistema B. Nas amostras dos efluentes do Sistema B,
os valores da CE variaram na faixa de 75 a 108 pS cm™' durante a operagéo independentemente
da CE no afluente, sugerindo retencao iénica e adsor¢cdo do grupo sulfonato do corante no
material filtrante e nas raizes da Eichhornia crassipes (Cabral et al., 2021). A CE nas amostras
dos efluentes diferiu significativamente entre os sistemas A e B (p-valor = 0,0008), indicando que
a lacase interferiu neste parametro nestas amostras. Porém, é importante destacar que parte
dessa diferenca pode estar relacionada ao afluente mais diluido do Sistema B e ndo somente
ao desempenho superior deste sistema controle.

A comparacgao entre as fases revelou reducao significativa da CE nos sistemas, indi-
cando que a adi¢do do corante alterou a CE das amostras do efluente em ambos os sistemas
(Sistema A, p = 0,0248 e Sistema B, p-valor < 0,0001), combinando a menor CE do afluente e
a adaptacao do sistema nesta fase com maior tempo de operagdo comparada a Fase |.

5.6.2.4 Turbidez

Na Figura 34 é apresentada a variagdo da turbidez nas amostras do afluente e dos
efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).
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Figura 34 — Varia¢ao da Turbidez nas amostras do afluente e efluentes dos Sistemas A e B nas
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Na Fase |, a turbidez das amostras do afluente do Sistema A variou de 10,30 a 71,80
UNT e de 7,46 a 57,30 UNT no Sistema B. Nas amostras dos efluentes, a turbidez diminuiu
para 0,02 a 2,63 UNT no Sistema A e de 0,02 a 0,27 UNT no Sistema B, correspondendo as
eficiéncias de remocao de 96,1% e 99,3%, respectivamente. A remogao pode ser atribuida a
capacidade filtrante do material cerdmico e a acao das raizes da Eichhornia crassipes (Kadlec;
Wallace, 2009; Dotro et al., 2017). Nao foi verificada diferenca significativa entre as amostras
dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,7926), sugerindo que a lacase livre ndo interferiu neste
parametro nesta fase.

Na Fase Il, a turbidez das amostras do afluente foi menor do que na Fase | com variagao
de 3,00 a 7,92 UNT no Sistema A e de 0,08 a 0,90 UNT no Sistema B e de 0,02 UNT nas
amostras dos efluentes, atingindo o limite minimo de detecgao de leitura do turbidimetro. A dife-
renca significativa da turbidez entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0008)
e a menor eficiéncia de remogao alcangada pelo Sistema B (87,0%) em relacdo ao Sistema
A (99,6%) podem estar relacionadas aos baixos valores da turbidez nas amostras do afluente
nesta fase.

Na comparagéao entre as fases foi observada maior estabilidade do Sistema A (p-valor =
0,2976) em relacao ao Sistema B, ou seja, a adigao do corante nao alterou a eficiéncia de remo-
cao da turbidez nesse sistema. Na comparagdo do comportamento do Sistema B foi verificada
diferenca significativa entre as fases (p-valor = 0,0033).
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5.6.3 Parametros de caracterizacao dos afluentes

Os parametros quimicos refletem diretamente a composicdo dos afluentes de cada sis-
tema. O afluente do Sistema A, além da agua do cérrego, recebeu a cada ciclo o extrato bruto
de lacase contendo matéria orgénica residual do meio, acidos do tampao acetato e fésforo pro-
veniente dos residuos agroindustriais utilizados como substrato de cultivo, o que explica as dife-
rencas sistematicas observadas nas concentragdes afluentes de Alcalinidade Total, DQO, NTK,
N-Amoniacal e Fésforo Total entre os dois sistemas. O afluente do Sistema B correspondia ex-
clusivamente a agua do Ribeirdo dos Miller, sem nenhuma adicao, esse desequilibrio entre
afluentes impede a comparagéo direta dos valores absolutos dos efluentes, razéo pela qual a
analise se baseia nas eficiéncias de remocéao calculadas em relacao ao afluente do proprio sis-
tema. Os resultados dos pardmetros quimicos monitorados nas Fases | e Il estdo apresentados
na Tabela 11.



Tabela 11 — Resultados em funcao da média, desvio padrao (DP), coeficiente de variacao (CV), valores minimos (Min.) e maximos (Max.) e eficiéncias de
remocao (E%) para os parametros quimicos monitorados no afluente e efluente dos Sistemas A e B ao longo das Fases l e Il (n = 32)

Amostra n | Estatistica Fase | — Ciclo 48 h (sem azul de indigotina) Fase Il — Ciclo 48 h (com azul de indigotina)
DQO AT NTK N-Amon NO," NOj3” NT PT| DQO AT NTK N-Amon NO," NOj” NT PT
Média 356 102,3 45,3 32,6 0,1 9,3 54,5 13,2 354 37,7 33,3 14,1 0,1 8,9 423 157
Min. 258 49,0 33,1 16,0 0,1 8,7 43,0 11,8 325 31,2 31,9 12,4 0,1 7,6 40,7 15,1
g:!:grr:jA 8 | Max. 446 1556 64,5 68,9 0,1 9,8 734 14,9 417 43,2 37,3 16,4 0,1 9,7 46,6 16,5
DP 61 383 10,2 17,3 0,0 0,5 9,2 1,0 31 46 1,9 1,6 0,0 0,7 1,8 0,5
Ccv 0,17 0,37 0,23 053 030 0,05 0,17 0,08| 0,09 0,12 0,06 0,11 0,28 0,08 0,04 0,03
Média 28 4,6 5,8 1,3 0,0 55 11,3 6,6 17 5,0 6,4 2,2 0,0 2,5 9,0 10,0
Min. 12 2,7 3,8 0,2 0,0 41 9,3 4.4 2 3,6 5,9 2,0 0,0 1,4 8,4 7,7
Efluente 8 Max. 50 8,9 9,5 1,8 0,0 76 13,9 8,4 45 6,2 7,0 2,4 0,0 40 10,1 11,1
Sistema A DP 11 2,7 1,7 0,6 0,0 1,1 1,3 1,3 17 0,9 0,5 0,2 0,0 1,1 0,7 1,1
cv 0,40 0,59 0,30 043 0,79 0,21 0,12 0,22| 1,01 0,17 0,07 0,08 0,22 0,42 0,07 0,11
E% 91,8% — 87,4%  95,2% 93,8% 40,4% 79,0% 50,0%|954% — 80,9% 84,5% 97,6% 70,8% 78,6% 36,4%
Média 94 101,6 40,3 29,1 0,1 0,4 40,8 7,0 36 36,1 15,6 11,2 0,1 04 16,1 1,8
Min. 38 446 229 12,8 0,1 0,2 234 6,0 26 27,6 13,9 9,7 0,1 0,3 14,7 0,6
gl‘:;’::B 8| Max. 219 1765 690 531 01 07 694 95 55419 170 130 01 07 174 29
DP 60 441 15,1 12,6 0,0 0,2 14,1 1,3 11 4,5 1,1 1,4 0,0 0,1 0,9 0,9
cv 0,64 043 0,38 043 0,51 051 034 0,48 0,29 0,12 0,07 0,13 0,36 0,33 0,06 0,5
Média 12 2,6 41 1,5 0,0 6,4 10,5 0,3 8 6,1 6,4 2,2 0,0 0,2 6,6 0,4
Min. 5 22 0,0 1,1 0,0 4.4 8,4 0,1 2 49 6,0 2,0 0,0 0,2 6,2 0,2
Efluente 8 Max. 30 2,7 5,0 1,7 0,0 8,7 13,7 0,6 14 7.1 7,1 2,4 0,0 0,2 7,3 0,6
Sistema B DP 8 0,2 1,7 0,2 0,0 1,9 1,7 0,2 4 08 0,46 0,2 0,0 0,0 0,4 0,1
Ccv 0,68 0,08 0,41 0,16 084 029 0,6 0,61 0,53 0,13 0,07 0,08 0,55 0 0,06 0,36
E% 85,3% — 88,8% 94,1% 96,5% Nit. 71,7% 951%(77,2% — 59,2%  80,6% 98,5% 48,9% 59,0% 67,2%

Fonte: Autoria propria (2026).

Nota: n - nUimero de campanhas; DP - desvio padrao; CV - coeficiente de variagdo (adimensional); Min. - valor minimo; Max. - valor maximo; E% - eficiéncia de remocao calculada em
relacao ao afluente do respectivo sistema; (—) - parametro sem eficiéncia esperada de remog¢ao ou comparacao nao realizada; Nit. - nitrificacao (producao de nitrato no efluente); AT -
alcalinidade total (mg CaCO; L™"); DQO - demanda quimica de oxigénio (mg L™"); NTK - nitrogénio total Kjeldahl (mg L™); N-Amon - nitrogénio amoniacal (mg L™); NO," - nitrito (mg L™'); NOs"
- nitrato (mg L™); NT - nitrogénio total (mg L™"); PT - fésforo total (mg L™). Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L™'); Sistema B = wetland controle (sem lacase). Fase | = operacéo
sem corante; Fase Il = operagdo com azul de indigotina a 25 mg L™.

06
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5.6.3.1 Demanda Quimica de Oxigénio

Na Figura 35 é apresentada a variacdo das concentracdes de matéria organica em ter-
mos de DQO e as respectivas eficiéncias de remocao nos Sistemas A e B nas Faseslell (n =
32).

Figura 35 — Variacao da DQO nas amostras dos afluente e efluentes dos Sistemas A e B nas

Faseslell
500 Fase | Fase Il
[ 25%-75%
—_ — Max. e Min.
— Mediana
400 <& Média
e Qutliers
O—
T 300 1
—
m ——
£
o
S 200 1 T
100 A o
== = =
o = i
1 I I 1 I 1 I I
Afluente Efluente  Afluente Efluente Afluente Efluente  Afluente Efluente
Sist. A Sist. A Sist. B Sist. B Sist. A Sist. A Sist. B Sist. B

Fonte: Autoria propria (2025).

Nas amostras do afluente na Fase |, a DQO variou de 257,87 a 445,78 mg L' no Sistema
A e de 37,66 a 218,84 mg L no Sistema B (Tabela 11). Os valores mais elevados da DQO nas
amostras do afluente no Sistema A sao atribuidos a presenca de compostos organicos sollveis
residuais da fermentacao da lacase, incorporados ao sistema. Nas amostras dos efluentes, a
DQO variou de 12,48 a 50,23 mg L' no Sistema A e de 4,83 a 29,86 mg L™ no Sistema B,
correspondendo as eficiéncias de remocgao de 91,8% e 85,3%. Nesta fase, foi observada dife-
renca significativa da DQO entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0116), ou
seja, a lacase interferiu neste parametro. Porém, parte dessa diferenca pode estar relacionada a
maior concentracéo de carbono pela adi¢ao da lacase no afluente do Sistema A e ndo a menor
capacidade de tratamento deste sistema.

Com a adicdo do corante na Fase Il, a DQO nas amostras dos afluentes variou de
325,11 a 417,12 mg L no Sistema A e de 25,51 a 54,62 mg L' no Sistema B. Nas amostras
dos efluentes, a DQO variou de 2,27 a 44,83 mg L' no Sistema A e de 2,28 a 13,84 mg L' no
Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocao de 95,4% e 77,2%, respectivamente. A
menor eficiéncia alcangada pelo Sistema B pode estar relacionada as menores concentragoes
de DQO no afluente (25,51 a 54,62 mg L"). Nesta fase, a lacase livre néo interferiu na DQO, pois
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néo foi verificada diferenga significativa entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor =
0,9487).

Na comparacao entre as Fases | e I, a adicdo do corante azul de indigotina ndo alte-
rou a remoc¢ao da DQO no Sistema A (p-valor = 0,2162) nem no Sistema B (p-valor = 0,1120).
Com base nos resultados apresentados, € possivel considerar que a remogao da DQO nos sis-
temas pode ser atribuida predominantemente a degradacao aerébia promovida pela atividade
microbiana no biofilme aderido ao material filtrante a base de ceramica, favorecida pela aeragao
continua durante os ciclos de 48 h (Vymazal, 2010; Dotro et al., 2017).

Silva (2023) obteve eficiéncias de remog¢ao de DQO de 71% e 65% em WCFV (12 L) ve-
getado com E. crassipes em fragmentos de ceramica vermelha, sem aeracao, em ciclos de 24
e 48 h, tratando efluente sintético com DQO inicial de 155 e 149 mg L™ nas respectivas etapas.
Lima et al. (2018) verificaram eficiéncia de remocao de 73% da DQO em WCFV (12 L) vege-
tado com E. crassipes em fragmentos de cerdmica vermelha, sem aeragao, em ciclos de 48 h,
tratando DQO inicial de 203 mg L. Donato et al. (2025) verificaram eficiéncias de remocéo de
91% e 82% em WCFV (56 L) vegetados com E. crassipes em concreto aerado autoclavado,
operados com aeragao intermitente de 2,4 e 1,4 L O, min™' em ciclos de 48 h, tratando efluente
sintético com DQO inicial de 194 mg L. Com base nos resultados deste estudo e na compara-
¢ao com os referidos autores, é possivel atribuir as maiores eficiéncias de remocao da DQO ao
efeito da aeragao continua.

5.6.3.2 Alcalinidade Total

Na Figura 36 € apresentada a variagcao da alcalinidade total nas amostras dos afluentes
e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).



93

Figura 36 — Variacao dos valores de Alcalinidade Total nas amostras do afluente e efluente dos
Sistemas A e B nas Fases | e Il
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L™); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras do afluente na Fase |, a alcalinidade total variou de 49,03 a 155,56 mg
CaCO; L' no Sistema A e de 44,57 a 176,51 mg CaCO; L' no Sistema B (Tabela 11). Nas
amostras dos efluentes, a alcalinidade total variou de 2,67 a 8,91 mg CaCO; L™ no Sistema A
e de 2,23 a 2,67 mg CaCO; L™ no Sistema B.

O consumo da alcalinidade total das amostras do afluente pode ser atribuido a ocor-
réncia da nitrificacdo, no qual sdo consumidos 7,14 g de CaCO; por grama de N-NH,* oxidado
(Kadlec; Wallace, 2009). Além deste processo, pode ter ocorrido mineralizagdo aerdbia da maté-
ria organica (Dotro et al., 2017). Foi observada diferenga significativa da alcalinidade total entre
as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0298), indicando que a lacase interferiu
neste parametro nesta fase.

Com a adicao do corante na Fase I, a alcalinidade total nas amostras do afluente variou
de 31,20 a 43,24 mg CaCO; L' no Sistema A e de 27,64 a 41,90 mg CaCO; L' no Sistema
B, ou seja, valores inferiores aos obtidos na Fase I. Foi verificado consumo da alcalinidade total
nesta fase, com valores nas amostras dos efluentes de 3,57 a 6,24 mg CaCO; L™ no Sistema A
e de 4,90 a 7,13 mg CaCO; L' no Sistema B. A lacase interferiu na alcalinidade total nesta fase,
pois foi verificada diferenca significativa entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor
= 0,0199).

Na comparacédo entre as Fases | e I, a adicdo do corante ndo alterou o consumo da
alcalinidade total no Sistema A (p-valor = 0,7240). Porém, no Sistema B foi verificada diferenga
significativa entre as fases (p-valor = 0,0117), com AT levemente mais elevada nas amostras
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dos efluentes nesta fase, o que pode estar relacionado a menor disponibilidade de alcalinidade

no afluente nesta etapa.

5.6.3.3 Série Nitrogenada

Na Figura 37 é apresentada a variagcdo da concentracdo do NTK nas amostras dos
afluentes e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 37 — Variagao da concentracdo do NTK nas amostras dos afluentes e efluentes dos
Sistemas A e B nas Fases l e ll
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras dos afluentes na Fase |, a concentracdo do NTK variou de 33,08 a 64,54
mg L™ no Sistema A e de 22,92 a 69,02 mg L' no Sistema B (Tabela 11). Nas amostras dos
efluentes, a concentracéo do NTK variou de 3,80 a 9,50 mg L' no Sistema A e de 0,02 a 5,04
mg L™ no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remogéo de 87,4% e 88,8%, respectiva-
mente. A remocao do NTK pode ser atribuida a atuacao integrada da amonificagéo, nitrificagao
e absorcao pelas macroéfitas no tempo de contato de 48 h (Vymazal, 2007; Dotro et al., 2017).
Nesta fase, a lacase livre ndo interferiu na remocédo do NTK, pois néo foi verificada diferenca
significativa entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,8335).

Lima et al. (2018) verificaram 47% de eficiéncia de remocao do NTK em WCFV (12 L)
vegetado com E. crassipes em fragmentos de ceramica vermelha, sem aeragao, em ciclos de
48 h, tratando NTK inicial de 69 mg L™'. Silva (2023) obteve 33% de eficiéncia de remogao do
NTK em WCFV (12 L) vegetado com E. crassipes em fragmentos de ceramica vermelha, sem
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aeracao, em ciclos de 48 h, tratando NTK inicial de 29,3 mg L. As eficiéncias de remocéo do
NTK obtidas neste estudo foram superiores aos valores reportados pelos referidos autores, o
que pode estar relacionado ao efeito da aeracao continua no desempenho dos sistemas.

Com a adicao do corante na Fase Il, a concentracdo do NTK nas amostras do afluente
variou de 31,88 a 37,34 mg L no Sistema A e de 13,88 a 17,04 mg L' no Sistema B. Nas
amostras dos efluentes, a concentracéo do NTK variou de 5,86 a 7,02 mg L™ no Sistema A e
de 5,96 a 7,12 mg L™ no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remogao de 80,9% e
59,2%, respectivamente. Nesta fase, foi verificada diferenga significativa entre as amostras dos
efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0017), ou seja, a lacase interferiu neste parametro. Porém,
as concentracbes nas amostras dos efluentes foram similares nos sistemas, de modo que a
diferenca nas eficiéncias pode estar relacionada as baixas concentracées do NTK no afluente
do Sistema B nesta etapa e ndo ao desempenho distinto entre os sistemas. Na comparagéo
entre as Fases | e ll, a adigcdo do corante azul de indigotina influenciou na remog¢éo do NTK no
Sistema A (p-valor < 0,0001) e no Sistema B (p-valor < 0,0001).

Na Figura 38 é apresentada a variagdo da concentracdo do N-Amon nas amostras dos
afluentes e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 38 — Variacao da concentracdao do N-Amon nas amostras dos afluentes e efluentes dos
Sistemas Ae B nas Fases l e ll
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras do afluente na Fase I, a concentragdo do N-Amon variou de 15,96 a 68,94
mg L no Sistema A e de 12,84 a 53,08 mg L™ no Sistema B (Tabela 11). Nas amostras dos eflu-
entes, a concentragdo do N-Amon variou de 0,15 a 1,80 mg L™ no Sistema A e de 1,14 a 1,74
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mg L™ no Sistema B, correspondendo s eficiéncias de remogao de 95,2% e 94,1%, respectiva-
mente. Nesta fase, a lacase livre ndo interferiu na remo¢ao do N-Amon, pois n&o foi verificada
diferenca significativa entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,5553). A aera-
cao continua manteve concentragées de OD suficientes para promover a nitrificacao durante o
tempo de contato de 48 h, mesmo com aplicagdo de maiores concentragbes (Nivala; Murphy;
Freeman, 2020; Murphy et al., 2016).

Lima et al. (2018) verificaram 13% de eficiéncia de remogao do N-Amon em WCFV (12
L) vegetado com E. crassipes em fragmentos de ceramica vermelha, sem aeracao, em ciclos
de 48 h, tratando N-Amon inicial de 40 mg L. Donato et al. (2025) verificaram eficiéncias de
remocao de 74% e 66% do N-Amon em WCFV (56 L) vegetados com E. crassipes em concreto
aerado autoclavado, operados com aeracdo intermitente de 2,4 e 1,4 L O, min™" em ciclos de
48 h, tratando N-Amon inicial de 14 mg L.

Com a adicao do corante na Fase Il, a concentragdo do N-Amon nas amostras do aflu-
ente variou de 12,36 a 16,38 mg L™ no Sistema A e de 9,66 a 13,00 mg L™ no Sistema B. Nas
amostras dos efluentes, a concentragdo do N-Amon variou de 1,96 a 2,38 mg L™ no Sistema A
e de 1,96 a 2,38 mg L' no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocéo de 84,5% e
80,6%, respectivamente. Nesta fase, foi verificada diferenca significativa entre as amostras dos
efluentes dos sistemas (p-valor < 0,0001), ou seja, a lacase interferiu neste pardmetro. Porém,
conforme observado no NTK, as concentragdes nas amostras dos efluentes foram similares nos
sistemas. A reducao nas eficiéncias em relacdo a Fase | pode estar associada a competicao por
OD entre microrganismos heterotroficos degradadores do corante e bactérias nitrificantes (Fan
et al., 2021). Ong et al. (2010) observaram redugao na nitrificacdo em wetland vertical tratando
efluente com corante azo. O fato da reducao ter ocorrido nos dois sistemas sugere que o meca-
nismo esta ligado a presenca do corante e ndo a presenca da lacase.

Na comparagao entre as Fases | e Il, a adi¢do do corante azul de indigotina influenciou
na remocao do N-Amon no Sistema A (p-valor < 0,0001) e no Sistema B (p-valor < 0,0001).

Na Figura 39 é apresentada a variacao da concentragdo do nitrito nas amostras dos
afluentes e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).
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Figura 39 — Variacao da concentracao do Nitrito nas amostras dos afluentes e efluentes dos
Sistemas A e B nas Fases | e Il
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L™); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras do afluente na Fase |, a concentragdo do nitrito variou de 0,048 a 0,107
mg L™ no Sistema A e de 0,019 a 0,100 mg L' no Sistema B (Tabela 11). Nas amostras dos
efluentes, a concentracéo do nitrito variou de 0,002 a 0,014 mg L' no Sistema A e de 0,000
a 0,005 mg L no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocéo de 93,8% e 96,5%,
respectivamente. A reducao das concentracdes do nitrito nas amostras dos efluentes indica que
a aeragao continua contribuiu para a nitrificacdo durante a operacao. A lacase livre nao interferiu
na remoc¢ao do nitrito nesta fase (p-valor = 0,3439).

Com a adicao do corante na Fase Il, a concentracao do nitrito nas amostras do afluente
variou de 0,055 a 0,117 mg L' no Sistema A e de 0,028 a 0,096 mg L' no Sistema B. Nas
amostras dos efluentes, a concentragéo do nitrito variou de 0,002 a 0,003 mg L™ no Sistema A
e de 0,000 a 0,002 mg L' no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocéo de 97,6% e
98,5%, respectivamente. Nesta fase, a lacase livre ndo interferiu na remog¢ao do nitrito (p-valor
= 0,5653). A adicao do corante também nao influenciou neste parametro no Sistema A (p-valor
= 0,1158) e nem no Sistema B (p-valor = 0,2767).

Na Figura 40 é apresentada a variacdo da concentracao do nitrato nas amostras dos
afluentes e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).
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Figura 40 — Variacao da concentracao do Nitrato nas amostras dos afluentes e efluentes dos
Sistemas A e B nas Fases | e Il
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L1,

Nas amostras dos afluentes na Fase |, a concentracdo do nitrato variou de 8,70 a 9,80
mg L™ no Sistema A e de 0,20 a 0,70 mg L™ no Sistema B (Tabela 11). As concentracdes eleva-
das nas amostras do afluente do Sistema A sao atribuidas a composi¢cao do extrato enzimatico,
que aumentou a concentragdo do nitrato de 0,5 para 10,5 mg L™ nos ensaios preliminares (Ta-
bela 4). Nas amostras dos efluentes, a concentragao do nitrato variou de 4,10 a 7,60 mg L™ no
Sistema A e de 4,40 a 8,70 mg L™ no Sistema B.

No Sistema A, a reducdo da concentracdo do nitrato nas amostras dos efluentes em
relacdo as dos afluentes pode ser atribuida a desnitrificacdo em microzonas andxicas do bio-
filme (Dotro et al., 2017; Kadlec; Wallace, 2009). No Sistema B, 0 aumento da concentragéao
do nitrato nas amostras dos efluentes em relacao as do afluente pode ser resultante da nitrifi-
cacao, sustentada pela alcalinidade total no afluente de aproximadamente 101 mg CaCO; L™
(Kadlec; Wallace, 2009). Nao foi possivel realizar comparacao das eficiéncias de remocgao entre
o0s sistemas nesta fase, pois no Sistema B houve produgéo e ndo remog¢éo do nitrato.

Com a adicao do corante na Fase Il, a concentragdo do nitrato nas amostras do afluente
variou de 7,60 a 9,70 mg L™ no Sistema A e de 0,30 a 0,70 mg L™ no Sistema B. Nas amostras
dos efluentes, a concentragéo do nitrato variou de 1,40 a 4,00 mg L™ no Sistema A e de 0,20
mg L™ no Sistema B. Nesta fase, foi verificada diferenca significativa da concentragéo do nitrato
entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0153), ou seja, a lacase interferiu
neste parametro na presencga do corante.
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Na comparagéo entre as Fases | e |l, a adigdo do corante influenciou na concentragao
do nitrato no Sistema A (p-valor < 0,0001). A comparagéo entre fases no Sistema B néo foi
aplicavel pelo mesmo motivo indicado na Fase |. Nao se descarta que o azul de indigotina tenha
contribuido para o equilibrio entre nitrificacao e desnitrificacao observado no Sistema B na Fase
II, visto que a degradagao do corante pode gerar acido antranilico, composto que poderia servir
como doador de elétrons para bactérias desnitrificantes (Castillo-suarez et al., 2023a). Porém,
essa interpretagao permanece especulativa, pois nao foram realizadas analises de metabdlitos
intermediérios neste estudo.

Na Figura 41 € apresentada a variagao do nitrogénio total nas amostras do afluente e
dos efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 41 — Variacao do Nitrogénio Total nas amostras do afluente e efluente dos Sistemas A e B
nas Fases l e ll
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L.

Nas amostras do afluente na Fase |, a concentracdo do NT variou de 42,94 a 73,44
mg L™ no Sistema A e de 23,37 a 69,44 mg L' no Sistema B (Tabela 11). Nas amostras dos
efluentes, a concentracdo do NT variou de 9,31 a 13,90 mg L' no Sistema A e de 8,43 a
13,70 mg L™ no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocao de 78,99% e 71,74%,
respectivamente. Nesta fase, a lacase livre nédo interferiu na remogao do NT (p-valor = 0,0664).

Donato et al. (2025) verificaram eficiéncias de remogéo de 77% e 70% do NT em WCFV
(56 L) vegetados com E. crassipes em concreto aerado autoclavado, operados com aeracao
intermitente de 2,4 e 1,4 L O, min™' em ciclos de 48 h, tratando NT inicial de 32 mg L™.
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Com a adicao do corante na Fase Il, a concentracdo do NT nas amostras do afluente
variou de 40,74 a 46,63 mg L' no Sistema A e de 14,68 a 17,44 mg L' no Sistema B. Nas
amostras dos efluentes, a concentracdo do NT variou de 8,44 a 10,12 mg L™ no Sistema A e
de 6,16 a 7,32 mg L™ no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocgao de 78,56%
e 58,97%, respectivamente. Nesta fase, foi verificada diferenca significativa entre as amostras
dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0008), ou seja, a lacase interferiu neste parametro. A
adicao do corante nao alterou a remocgao do NT no Sistema A (p-valor = 0,1857). No Sistema B
foi verificada diferenca significativa entre as fases (p-valor = 0,0350).

Com base nos resultados apresentados, as eficiéncias de remogao do NT obtidas neste
estudo superam a faixa de 40 a 55% reportada por Vymazal (2007) para wetlands verticais
convencionais sem aeragao, o que pode estar relacionado ao efeito da aeracao continua sobre
a nitrificagao e desnitrificagdo simultaneas nos sistemas (Nivala; Murphy; Freeman, 2020; Dotro
etal., 2017).

5.6.3.4 Foésforo Total

Na Figura 42 € apresentada a variagcao da concentragado do fosforo total nas amostras
dos afluentes e efluentes dos Sistemas A e B nas Fases | e Il (n = 32).

Figura 42 — Variacao do Fosforo Total nas amostras do afluente e efluente dos Sistemas A e B
nas Fases l el
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Fonte: Autoria propria (2025).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L'); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase | = sem adicao de corante; Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg
L,

Nas amostras do afluente na Fase I, a concentracao do PT variou de 11,79 a 14,90 mg
L™ no Sistema A e de 5,98 a 9,48 mg L™ no Sistema B (Tabela 11). As maiores concentracdes
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do PT nas amostras do afluente no Sistema A sao atribuidas a presenca de KH,PO,4 no meio
de cultivo de Trametes villosa, incorporado ao sistema com o extrato bruto da lacase.

Nos ensaios preliminares, a adi¢io do extrato enzimético a 500 U L™ acarretou no au-
mento da concentracdo do PT para 17,86 mg L™ (Tabela 4). Nas amostras dos efluentes, a
concentracdo do PT variou de 4,43 a 8,40 mg L no Sistema A e de 0,06 a 0,63 mg L™ no
Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocao de 50,0% € 95,1%.

A remocao do PT pode ser atribuida a adsorcao do fosfato nos 6xidos de ferro e aluminio
presentes na ceramica vermelha (Cabral et al., 2021), com contribuigdo da precipitagdo quimica
e da assimilagdo por plantas e microrganismos (Vymazal, 2010). Nesta fase, foi verificada dife-
rencga significativa do PT entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0008), ou
seja, a lacase interferiu neste parametro.

A menor eficiéncia de remogao do Sistema A pode estar relacionada a maior concentra-
cao do PT no afluente, que pode ter saturado os sitios de adsorcao do material ceramico.

Souza (2023) verificaram reducao na eficiéncia de remogao do fésforo com o aumento
da carga afluente em WCFV (12 L) vegetados com E. crassipes em fragmentos de placas de
gesso acartonado, sem aeracdo, em ciclos de 48 h, tratando PT inicial de 19 mg L. Lima et
al. (2018) obtiveram 87% de eficiéncia de remog¢édo do PT em WCFV (12 L) vegetado com E.
crassipes em fragmentos de cerdmica vermelha, sem aeragéo, em ciclos de 48 h, tratando PT
inicial de 19 mg L'. Donato et al. (2025) verificaram eficiéncias de remocéo de 97% e 94% do
PT em WCFV (56 L) vegetados com E. crassipes em concreto aerado autoclavado, operados
com aeracao intermitente de 2,4 e 1,4 L O, min™' em ciclos de 48 h, tratando PT inicial de 10
mg L.

Com a adicao do corante na Fase Il, a concentragdo do PT nas amostras do afluente
variou de 15,07 a 16,52 mg L™ no Sistema A e de 0,56 a 2,91 mg L' no Sistema B. Nas amostras
dos efluentes, a concentragéo do PT variou de 7,66 a 11,14 mg L' no Sistema A e de 0,23 a
0,63 mg L no Sistema B, correspondendo as eficiéncias de remocéo de 36,35% e 67,21%.
Nesta fase, foi verificada diferenca significativa entre as amostras dos efluentes dos sistemas
(p-valor = 0,0089), ou seja, a lacase interferiu na remogao deste parametro. A maior eficiéncia
de remogao do Sistema B pode estar relacionada a menor concentragdo do PT no afluente
nesta etapa. Silva (2023) obteve eficiéncias de remocdo de 84% e 85% do PT em WCFV (12 L)
vegetado com E. crassipes em fragmentos de cerdmica vermelha, sem aeragao, em ciclos de
24 e 48 h, tratando PT inicial de 12a 16 mg L.

Na comparagéo entre as Fases | e Il, a adicdo do corante ndo alterou a remocéo do
PT no Sistema A (p-valor = 0,1177). No Sistema B foi verificada diferenca significativa entre as
fases (p-valor = 0,0130), o que pode estar relacionado a redu¢ao na concentragdo do PT no
afluente nesta etapa.
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5.6.4 Comportamento do azul de indigotina nos sistemas avaliados

A descoloracao do azul de indigotina foi avaliada na Fase Il com o objetivo de verificar a
capacidade dos sistemas em reduzir a concentragdo do corante ao longo do tratamento. Essa
analise permitiu comparar o comportamento dos Sistemas A e B, considerando a influéncia
do extrato bruto de lacase no Sistema A e os processos naturais de remog¢ao associados ao
wetland construido no Sistema B.

5.6.4.1 Sistemas de wetlands construidos

Na Figura 43 é apresentada a variacdo das concentragdes do azul de indigotina nas
amostras do afluente e dos efluentes dos Sistemas A e B na Fase Il (n = 32).

Figura 43 — Variacao dos valores de concentracao de cor nas amostras do afluente e efluente dos
Sistemas A e B na Fase Il
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Fonte: Autoria propria (2026).
Nota: Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L'); Sistema B = wetland controle
(sem lacase). Fase Il = com azul de indigotina a 25 mg L™.

Na Fase Il, o azul de indigotina foi adicionado aos dois sistemas na concentragdo de
25 mg L a cada ciclo. Nas amostras do afluente, a concentracéo do corante variou de 25,00
a 25,58 mg L' no Sistema A e de 25,00 a 25,70 mg L' no Sistema B (Tabela 12), indicando
reprodutibilidade na preparacéo das solucdes. Nas amostras dos efluentes, a concentracédo do
corante variou de 1,70 a 4,10 mg L' no Sistema A e de 5,80 a 7,50 mg L™ no Sistema B,
correspondendo as eficiéncias de remogao de 86,32% e 72,81%. A descoloragdo do corante
foi confirmada pela diferenga significativa entre as amostras do afluente e dos efluentes em
ambos os sistemas (p-valor < 0,0001). Foi verificada diferenca significativa da concentracao
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do corante entre as amostras dos efluentes dos sistemas (p-valor = 0,0009), ou seja, a lacase
interferiu na descoloragao do azul de indigotina, com eficiéncia de remoc¢ao superior no Sistema
A. A comparacao entre as Fases | e Il ndo foi aplicavel para este parametro, pois o azul de
indigotina foi adicionado exclusivamente na Fase Il

Tabela 12 — Concentracdo de cor (mg L) no afluente e efluente dos Sistemas A e B e eficiéncias
de remocéo (%) ao longo da Fase Il (n = 8)

NO Sistema A (com lacase) Sistema B (controle) ‘
Afluente | Efluente | Remocédo | Afluente | Efluente | Remocéao
(mgL") | (mgL") (%) | (mgL") | (mgL") (%)

1 25,58 4,10 83,97 25,70 6,97 72,86

2 25,20 3,80 84,92 25,30 6,53 74,19

3 25,20 3,60 85,71 25,30 6,97 72,45

4 25,00 3,70 85,20 25,20 7,30 71,03

5 25,10 3,80 84,86 25,10 6,64 73,55

6 25,00 3,30 86,74 25,00 7,30 70,88

7 25,10 3,50 85,92 25,30 7,50 70,54

8 25,30 1,70 93,22 25,40 5,80 77,01

Média 25,19 3,44 86,32 25,29 6,88 72,81
Min 25,00 1,70 83,97 25,00 5,80 70,54
Max 25,58 410 93,22 25,70 7,50 77,01
DP 0,19 0,74 2,91 0,21 0,55 2,15
cv 0,01 0,22 0,03 0,01 0,08 0,03

Fonte: Autoria propria (2026).

Nota: n - nimero de campanha; DP - desvio padrao; CV - coeficiente de variacao (adimensional);
Min. - valor minimo; Max. - valor maximo; Remocao (%) - eficiéncia de remocao calculada em
relacdo ao afluente do respectivo sistema. Sistema A = wetland com lacase livre (500 U L™);

Sistema B = wetland controle (sem lacase). Fase Il = operacdo com azul de indigotinaa 25 mg L.

A descoloracao do corante nos dois sistema no sistema B pode ser atribuida a adsorcao
de compostos organicos aromaticos pelos éxidos de ferro e aluminio presentes na ceramica ver-
melha (Cabral et al., 2021), com contribuicdo da degradagao biolégica pelo biofilme microbiano
desenvolvido durante a Fase |. No Sistema A, a lacase livre adicionada a cada ciclo contribuiu
com a oxidagao da molécula de indigotina, resultando em eficiéncia de remocao superior a do
Sistema B. Hordieieva et al. (2023) obtiveram remog¢des superiores a 90% do indigo carmim
utilizando o sistema TEMPO/lacase/O,. As eficiéncias inferiores obtidas neste estudo podem
estar relacionadas a presenca de matéria organica e compostos inorganicos na agua do cor-
rego, que competem com o corante pelo sitio ativo da enzima, conforme observado nos ensaios
preliminares, nos quais a remogao em agua do corrego foi inferior & obtida em agua destilada
(Tabela 4). A atividade enzimatica da lacase diminui ao longo do ciclo de 48 h (Segéao 4.3.2), o
que pode ter influenciado a eficiéncia de remocao no Sistema A.
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6 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

6.1 Conclusoes

A aplicagao de lacase produzida por Trametes villosa em wetlands construidos de fluxo
vertical subsuperficial preenchidos com tijolo ceramico foi avaliada no tratamento de agua do
coérrego Ribeirdo dos Miller e na descoloragdo do azul de indigotina, ao longo de 162 dias de
operacao. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

» aproducao da lacase a partir de Trametes villosa cultivado em residuos agroindustriais
foi viavel, atingindo atividade maxima de 9.106,44 U L' no 12° dia de cultivo, valor
suficiente para padronizacdo do extrato a 500 U L' e aplicagdo em todos os ensaios
subsequentes;

* na comparacao dos wetlands com e sem adicdo de lacase livre, ndo foi verificada
diferenca significativa na remogéo de matéria organica e nutrientes entre os sistemas
(p-valor > 0,05 para a maioria dos parametros), porém a lacase contribuiu significativa-
mente para a descoloragdo do azul de indigotina na Fase Il, com eficiéncia de 86,32%
no Sistema A e 72,81% no Sistema B (p-valor = 0,0009);

» a imobilizacdo da lacase em residuos da construcéo civil € tecnicamente viavel ape-
nas em tijolo ceramico, pois 0 concreto aerado autoclavado apresentou interferéncia
analitica que inviabilizou a determinacao espectrofotométrica da atividade enzimatica.
A otimizagdo do protocolo, com adi¢gdo da enzima 30 minutos antes do glutaraldeido
(TAS E), elevou a atividade recuperada de 2% para 17,21%;

* na comparagdo em bancada entre as formas livre e imobilizada, a lacase livre alcangou
descoloracdo do azul de indigotina entre 49,0 e 58,1% por ciclo e a lacase imobilizada
entre 19,3 e 25,5%, mantendo 75,7% da capacidade catalitica ao longo de trés ci-
clos consecutivos de 48 h. Quando normalizada pelo numero de doses enzimaticas
aplicadas, a lacase imobilizada alcangou 67,1% de descoloragéo por dose, valor 28%
superior ao da lacase livre (52,5%), ou seja, 0 biocatalisador imobilizado apresentou

melhor aproveitamento enzimatico e permitiu o relso sem reposi¢ao do extrato.

Frente as hip6teses da pesquisa, confirma-se que a adigao de lacase produzida por Tra-
metes villosa amplia a descoloracao do corante azul de indigotina nos wetlands construidos, e
que os residuos da construcao civil, especificamente o tijolo cerdmico, permitem a imobilizagdo

da enzima com retencao de atividade catalitica.
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6.2 Recomendacoes para trabalhos futuros

A continuidade desta pesquisa pode incorporar diferentes desdobramentos experimen-
tais que ampliam o entendimento dos mecanismos envolvidos € o potencial de aplicagdo dos
sistemas avaliados.

A inclusdo de controles adicionais nos wetlands construidos, como unidades sem ma-
créfitas, com enzima inativada e com substrato sem enzima, permitiria isolar as contribuigées
individuais dos mecanismos de adsorcao, agao microbiana, fitoextragdo e agao enzimatica, atri-
buindo causalidade aos resultados observados.

O monitoramento da atividade enzimatica ao longo do tempo no leito dos wetlands,
com balango entre afluente e efluente, possibilitaria quantificar a estabilidade da lacase em
condicdes operacionais reais e identificar perdas por lixiviagao, inibicao pela matriz ou inativagao
progressiva.

A aplicagao continua da lacase imobilizada em tijolo ceramico como componente do leito
filtrante dos wetlands constitui 0 passo seguinte natural desta pesquisa, permitindo avaliar se a
imobilizacao confere vantagens operacionais de longo prazo em relagédo a aplicacao da lacase
livre. A avaliagao de ciclos sucessivos de relso em escala piloto complementaria os resultados
de bancada apresentados nesta dissertagao.

A analise dos produtos intermediarios da degradacao do azul de indigotina por Croma-
tografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-MS) permitiria diferenciar a descoloragado da degradagao efetiva do corante e
identificar metabdlitos eventualmente formados. De forma complementar, ensaios ecotoxicol6-
gicos com Daphnia magna e Vibrio fischeri nos efluentes tratados forneceriam evidéncias sobre
a inocuidade dos subprodutos gerados.

O sequenciamento do biofilme do substrato cerdmico permitiria identificar os microrga-
nismos ativos nos processos de nitrificacao e desnitrificacao, e verificar a presenga de bactérias
do género Pseudomonas na presenca da indigotina, contribuindo para confirmar ou descartar a
hipétese do acido antranilico levantada neste trabalho.

A purificag@o parcial do extrato enzimdtico ou a reformulagdo do meio de cultivo com
menor teor de fésforo e carbono organico reduziria a interferéncia do extrato na qualidade do
afluente, tornando os afluentes dos sistemas comparaveis e isolando o efeito catalitico da la-
case.

A aplicagao dos sistemas a micropoluentes recalcitrantes de relevancia ambiental, como
farmacos (diclofenaco, paracetamol) e hormonios (17-estradiol, etinilestradiol), ampliaria a
contribuicdo da pesquisa para o tratamento descentralizado de aguas contaminadas por com-
postos emergentes.

A operacéo dos sistemas ao longo de um ciclo anual completo permitiria avaliar o efeito
das variacdes térmicas sobre o desempenho da macrdfita, do biofilme e da atividade enzimatica
residual, especialmente nas condi¢des do clima subtropical imido de Curitiba.
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A avaliacdo dos sistemas com efluentes reais provenientes de industrias téxteis ou ali-
menticias, em substituicdo a adigao artificial do corante em matriz de coérrego, forneceria base
experimental mais proxima das condicoes reais de aplicagao e permitiria verificar se as eficién-
cias de descoloracdo observadas neste estudo se mantém frente a complexidade quimica de
efluentes industriais.
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