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RESUMO 

  

A capacidade de oxidação de uma grande variedade de substratos e a autonomia relativa das 

lacases frente a outras enzimas têm atraído grande interesse no desenvolvimento de tecnologias 

para aplicações na área industrial e ambiental como um catalisador verde. A baixa estabilidade 

e o elevado custo de produção são os principais fatores que limitam o uso de enzimas em 

processos de tratamento de efluentes. Desta forma, o principal objetivo deste trabalho foi 

sintetizar um suporte magnético, recobrir com quitosana e imobilizar a enzima lacase, a fim de 

aplicar o biocatalisador imobilizado na degradação de corantes sintéticos presentes em efluentes 

têxteis. Foram utilizadas duas lacases para este estudo, uma de Marasmiellus palmivorus (bruta 

e purificada) e outra de Trametes versicolor (comercial). As proteínas do extrato bruto 

enzimático produzido pelo fungo M. palmivorus foram concentradas e a lacase foi imobilizada 

em partículas de magnetita sintetizadas pelo método de co-precipitação e recobertas com 

quitosana por gelificação ionotrópica. O suporte foi funcionalizado com glutaraldeído e 

caracterizado por VSM, método de BET, MEV e FTIR. A maior atividade da lacase bruta 

imobilizada de M. palmivorus foi obtida com 25 mg proteína.g suporte seco-1 e 90 mM de 

glutaraldeído e foi de 139,84 U.g suporte seco-1, com eficiência de 48,74 % e rendimento acima 

de 99%; enquanto que para a lacase purificada imobilizada de M. palmivorus obteve-se 268,40 

U.g suporte seco-1 com 15 mg proteína.g suporte seco-1 e o rendimento e eficiência foram de 

98,02% e 27,15%, respectivamente. Para a lacase comercial imobilizada, a maior atividade foi 

alcançada com 571 mg proteína.g suporte seco-1 e foi de 74,92 U.g suporte seco-1, com 

eficiência de 45,30% e rendimento de 97,58%. O pH ótimo da lacase bruta solúvel e imobilizada 

foi em 5,5 e a temperatura ótima variou entre 40–50 ºC para a forma solúvel e entre 25–35 ºC 

para a forma imobilizada. Já para a enzima comercial, o pH ótimo foi em 4 e a temperatura 

ótima variou de 30–40 ºC para a enzima solúvel, e foi de 25 ºC para a enzima imobilizada. A 

imobilização aumentou a estabilidade térmica de ambas as enzimas, entretanto as formas 

solúvel e imobilizada da lacase bruta perderam atividade quando armazenadas em tampão a 

4ºC. Por fim, a reação de descoloração do alaranjado de metila com o uso de 2,2´-azino-bis(3-

etilbenzotiazole-6-ácido sulfônico) (ABTS) como mediador, possibilitou 30 ciclos de reuso 

com percentual de descoloração acima de 60%.  

 

Palavras-chave: Lacase. Imobilização. Marasmiellus palmivorus. Partículas magnéticas. 

Corantes sintéticos. 

 



ABSTRACT 

 

The oxidation capacity of a broad range of substrates and the relative autonomy of the laccases 

against other enzymes, have attracted great interest in the development of technologies for 

industrial and environmental applications as a green catalyst. The low stability and the high 

cost of production are the main factors that limit the use of enzymes in wastewater treatment 

processes. In this way, the main objective of this work was to synthesize a magnetic support, to 

coat with chitosan and to immobilize the lacase enzyme in order to apply the immobilized 

biocatalyst in the degradation of synthetic dyes present in textile effluents. For this study two 

laccases were used, one of them, from Marasmiellus palmivorus (crude and purified) and 

another one from Trametes versicolor (commercial). The proteins of the crude enzymatic 

extract produced by M. palmivorus fungus were concentrated and the laccase was immobilized 

on magnetite particles synthesized by the co-precipitation method and coated with chitosan by 

ionotropic gelation. The support was functionalized with glutaraldehyde and characterized by 

VSM, BET method, SEM and FTIR. The highest activity of the immobilized crude laccase of 

M. palmivorus was obtained with 25 mg protein.g dry support-1 and 90 mM glutaraldehyde and 

was 139.84 U.g dry support-1, with 48.74% of efficiency and yield above 99%; while for the 

immobilized purified laccase of M. palmivorus, 268.40 U.g dry support-1 was obtained with 15 

mg protein.g dry support-1 and the yield and efficiency were 98.02% and 27.15%, respectively. 

For the immobilized commercial laccase the highest activity was achieved with 571 mg 

protein.g dry support-1 and was 74.92 U.g dry support-1, with efficiency of 45.30% and yield of 

97.58%. The optimum pH of the soluble and immobilized crude laccase was 5.5 and the 

optimum temperature varied between 40-50 °C for the soluble form and between 25-35 °C for 

the immobilized form. As for the commercial enzyme, the optimum pH was 4 and the optimum 

temperature ranged from 30-40 °C for the soluble enzyme and 25 °C for the immobilized 

enzyme. Immobilization increased the thermal stability of both enzymes, however the soluble 

and immobilized forms of the crude laccase lost activity when stored in buffer at 4 °C. Finally, 

the descolorization reaction of methyl orange with the use of 2,2'-azino-bis (3-

ethylbenzothiazole-6-sulfonic acid) (ABTS) as a mediator allowed 30 cycles of reuse with a 

percentage of descolorization above 60%. 

 

Keywords: Laccase. Immobilization. Marasmiellus palmivorus. Magnetic particles. Synthetic 

dyes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Atualmente, há uma grande crise na obtenção de água de qualidade e, de acordo com a 

Organização das Nações Unidas (ONU), a população mundial continua em crescimento e 

deverá ultrapassar os nove bilhões de habitantes até 2050. Com esta perspectiva, o problema da 

água deve se agravar nos próximos anos. Os principais fatores associados à má qualidade da 

água são o manejo inadequado das águas residuais, a precariedade da infraestrutura das estações 

de tratamento de efluentes e as estratégias limitadas no descarte de poluentes (BARRIOS-

ESTRADA et al., 2018; UNITED NATIONS, 2017).     

 Apesar de ser indispensável para o crescimento econômico de uma região, a indústria é 

um dos setores que provoca os maiores danos ambientais. Sabe-se que, anualmente, são 

produzidos mais de 700 mil toneladas de corantes, e que durante o processamento têxtil, 

principalmente nas etapas de lavagens, são perdidos cerca de 10% a 15% dos corantes (BILAL 

et al., 2017). Em função da baixa eficiência de remoção desses poluentes (além de outros como 

fármacos, agrotóxicos e aditivos químicos industriais) pelo sistema convencional de tratamento 

de efluentes, alguns métodos alternativos estão sendo estudados e as tecnologias de 

bioconversão enzimática têm atraído interesse nessa área (YANG et al., 2013). 

 Os fungos lignolíticos são capazes de degradar a lignina e compostos xenobióticos com 

estrutura semelhante à lignina devido à produção de enzimas extracelulares como as lacases 

(YANG et al., 2013). Algumas espécies de fungos, como Pleurotus ostreatus, Pichia sp., 

Penicillium sp. e Candida tropicalis, já foram relatados como sendo capazes de descolorir 

corantes do tipo azo por degradação e adsorção (SEN et al., 2016). Além disso, o uso de 

moléculas mediadoras durante a oxidação enzimática pela lacase pode proporcionar maiores 

taxas de degradação. Tais moléculas são compostos de baixo peso molecular, facilmente 

oxidados pela lacase, e que produzem radicais intermediários (MOROZOVA et al., 2007). 

 Devido à sua baixa especificidade, as lacases são utilizadas para diferentes fins 

biotecnológicos, como branqueamento e acabamento do jeans, deslignificação da polpa de 

papel, realce da cor em chás, como oxidante em panificação, em biossensores, na indústria de 

cosméticos, para síntese orgânica e biorremediação (OSMA; TOCA-HERRERA; 

RODRÍGUEZ-COUTO, 2010). No entanto, enzimas robustas, com boa estabilidade 

operacional e, principalmente, insolúveis são desejáveis para aplicações industriais. Essas 

características podem ser obtidas pela técnica de imobilização de enzimas, que também permite 

o uso contínuo dos biocatalisadores em biorreatores (HOMAEI et al., 2013). 
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 A escolha do suporte para a imobilização de uma enzima está diretamente associada ao 

processo no qual será utilizada. Devem-se considerar diversos fatores como o meio em que a 

enzima será utilizada (aquoso ou com solventes), a velocidade de agitação, a configuração do 

reator e o tipo de substrato/produto envolvido (CIPOLATTI et al., 2017). A imobilização de 

enzimas em suportes micro e nanométricos possui algumas vantagens frente ao uso de macro 

suportes, entretanto há uma maior dificuldade de recuperação desses biocatalisadores. Essa 

limitação pode ser superada pelo uso de suportes magnéticos, uma vez que são facilmente 

recuperados do meio reacional pelo magnetismo e são suscetíveis a modificações na superfície 

(KALKAN et al., 2011). A quitosana é considerada um excelente biopolímero para a 

imobilização de enzimas, e o seu uso como revestimento de partículas magnéticas aumenta a 

proteção do suporte contra oxidação, reduz a tendência de agregação causada pelo magnetismo, 

aumenta a vida útil e funcionaliza a superfície das partículas magnéticas pela presença de 

grupos amino e hidroxilas (LEE; REDDY; LEE, 2013). 

 O custo da enzima ainda é um fator limitante para ampla aplicação em processos 

industriais de larga escala, principalmente para o tratamento de efluentes. Além da imobilização 

enzimática, uma alternativa para tornar o processo viável economicamente é o uso de extratos 

enzimáticos brutos (JI et al., 2017), já que são os processos de downstream que contribuem para 

o aumento do custo das enzimas, podendo chegar até 80% do custo total da enzima (AZEVEDO 

et al., 2009; BANKI; GERNGROSS; WOOD, 2005; HEARN; ACOSTA, 2001; SUN et al., 

2018).  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Imobilizar a enzima lacase em partículas magnéticas recobertas com quitosana e aplicar 

o biocatalisador obtido na reação de degradação de corantes têxteis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Sintetizar as partículas magnéticas recobertas com quitosana para utilização como 

suporte na imobilização da enzima; 

b) Caracterizar o suporte obtido; 

c) Imobilizar a lacase bruta e a lacase purificada de M. palmivorus, bem como a lacase 

comercial de T. versicolor; 

d) Estudar os parâmetros que influenciam no processo de imobilização (carga de enzima, 

concentração de agente entrecruzante e tempo de imobilização); 

e) Caracterizar os biocatalisadores imobilizados em relação ao pH e temperatura ótimos, 

estabilidade térmica e estabilidade ao armazenamento refrigerado; 

f) Verificar a estabilidade operacional dos biocatalisadores obtidos em reações de 

descoloração de corantes têxteis. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 LACASE 

 

 As lacases [benzenodiol: oxigênio oxidorredutases, EC 1.10.3.2] são enzimas 

extracelulares que utilizam o oxigênio molecular para oxidar diversos compostos, 

preferencialmente aromáticos. Pertencem a um grupo de enzimas denominadas azul-multicobre 

oxidases e são caracterizadas pela presença de metais. As lacases contêm quatro átomos de 

cobre por monômero que estão distribuídos em três sítios redox, denominados T1, T2 e T3 

binuclear (RODRÍGUEZ-COUTO, 2018; SALIS; MONDUZZI; SOLINAS, 2007).  

 A ilustração da Figura 1 representa a estrutura tridimensional de uma lacase de Coriolus 

zonatus e o sítio ativo da enzima, com as distâncias (em Å) entre os átomos de cobre e os 

ligantes. O cobre do sítio T1 é reduzido com a simultânea oxidação do substrato, enquanto que 

nos sítios T2 e T3 o oxigênio é reduzido à água. Desta forma, os elétrons do substrato são 

transferidos pelo cobre do sítio T1 até o centro trinuclear T2/T3. Após a transferência de quatro 

elétrons, o oxigênio molecular é reduzido a duas moléculas de água, conforme mostrado na  

figura 2 (OSMA; TOCA-HERRERA; RODRÍGUEZ-COUTO, 2010).  

 

Figura 1 – Sítio ativo de uma lacase 

 

Fonte: Rivera-Hoyos et al. (2013) 
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Figura 2 – Reação catalisada por lacases 

 

Fonte: Osma; Toca-Herrera e Rodríguez-Couto (2010) 

 

 As lacases podem ser encontradas em plantas, insetos, bactérias e, principalmente, em 

fungos lignolíticos, também denominados de white-rot fungi. Além das lacases, os white-rot 

fungi secretam lignina peroxidases e peroxidases dependentes de manganês, cujo papel na 

natureza é auxiliar na degradação da lignina para liberar celulose e hemicelulose. A baixa 

especificidade das lacases permite que atuem na degradação de compostos xenobióticos com 

estrutura semelhante à lignina (polímero fenólico e heterogêneo constituído por unidades de 

fenilpropano). Isto é, são capazes de degradar compostos contendo grupos aromáticos, como 

por exemplo: o 2,2´–azino–bis(3–etilbenzotiazole–6–ácido sulfônico) (ABTS), o guaiacol, a 

siringaldazina e o 2,6–dimetóxifenol (DMP). Em geral, as lacases são proteínas com massa 

molecular que varia entre 40-130 kDa com ponto isoelétrico próximo a 4,0. Geralmente são 

glicosiladas, entre 10-25 %, e podem ocorrer na forma de isoenzimas ou em monômeros que se 

oligomerizam e formam complexos multiméricos (RODRÍGUEZ-COUTO, 2018). 

 Alguns reagentes e ânions pequenos podem inibir as lacases. Haletos (com exceção do 

iodeto), azida, cianeto e hidróxidos podem se ligar ao cobre dos sítios T2 e T3 e interromper a 

transferência interna de elétrons, provocando a inibição da enzima. Outras substâncias como 

alguns íons metálicos, ácidos graxos, reagentes de sulfidrila, hidroxiglicina, ácido kójico, 

EDTA, l-cisteína, ditiotreitol, glutationa, tioureia e detergentes catiônicos de amônio 

quaternário podem afetar a atividade da lacase por provocarem uma ação quelante dos átomos 

de cobre, por modificações nos resíduos de aminoácidos ou por alterações conformacionais 

(DWIVEDI et al., 2011). 

Duas lacases, de fontes diferentes, foram utilizadas neste estudo. Uma delas, produzida 

pelo fungo Trametes versicolor, comercializada pela Sigma-Aldrich, é uma preparação em pó 

de coloração castanho claro, com atividade enzimática ≥ 0,5 U.mg-1. Seu pH ótimo é em torno 

de 4 e sua temperatura ótima em 40 ºC (AYDEMIR; GÜLER, 2015). Possui massa molecular 

de 57 kDa e contém 4 átomos de cobre no sítio ativo (SAOUDI; GHAOUAR, 2019). 
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Por outro lado, a lacase de Marasmiellus palmivorus é pouco reportada na literatura. 

Esta espécie de fungo é um white-rot fungi e apenas alguns trabalhos relataram a produção de 

lacase, sendo que todos destacam os elevados níveis de produção da enzima. O fungo utilizado 

neste estudo, cepa VE-111, foi isolado do Parque Estadual de Itapeva (Torres/RS) pelo grupo 

de pesquisa do Laboratório de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade de Caxias do Sul. Os estudos realizados pelo grupo demonstraram que a lacase 

tem maior atividade sob condições de reação quando o pH permanece entre 4,0 e 5,5 e 

temperaturas entre 25–45 ºC (CANTELE et al., 2017). Também foi observado, com o auxílio  

de um zimograma, que o fungo produz duas isoformas da lacase (SCHNEIDER et al., 2018).  

 Em muitas aplicações biotecnológicas, a lacase sozinha não é suficiente para promover 

a oxidação de moléculas complexas. Nestes casos, se faz necessário o uso de mediadores que 

atuam como transportadores de elétrons e promovem o aumento das taxas de conversão do 

substrato. Mediadores são moléculas de baixo peso molecular, facilmente oxidadas no sítio T1 

da enzima e produzem radicais catiônicos reativos instáveis, capazes de oxidar substâncias mais 

complexas. Os mediadores permitem a oxidação de compostos de alto peso molecular que não 

são acessíveis ao sítio ativo da enzima e de moléculas cuja estrutura não é passível de oxidação 

pela lacase, como por exemplo, compostos que não são fenólicos (CAÑAS; CAMARERO, 

2010).  

 O primeiro sistema mediador de lacase foi obtido utilizando o substrato ABTS como 

transportador de elétrons e, desta forma, a gama de compostos que podem ser convertidos pela 

ação da lacase aumentou significativamente. Na Figura 3 estão representadas as reações de 

oxidação do ABTS que ocorre em dois estágios. No primeiro, a formação do radical ABTS+• 

ocorre de forma rápida, enquanto que a segunda reação é mais lenta, já que forma o cátion 

bivalente ABTS2+. O mediador oxidado é reduzido à sua forma inicial pelo composto a ser 

oxidado, e está outra vez disponível para um novo ciclo. Além do ABTS, outros mediadores da 

lacase foram estudados, como o 1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-hidroxiftalimida (HPI), ácido 

violúrico (VA), N-hidroxiacetanilida (HAA) e o 2,2',6,6'-tetrametilpiperidina-1-oxil (TMPO) 

(MOROZOVA et al., 2007). 
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Figura 3 – Oxidação do ABTS pela lacase 

 

Fonte: Morozova et al. (2007) 

  

 Zeng, Qin e Xia (2017) investigaram a degradação do herbicida isoproturon na oxidação 

de um sistema mediador utilizando uma lacase de T. versicolor. Foi avaliado o uso de diversos 

mediadores (ABTS, HBT, VA, vanilina, siringaldeído e acetoseringona) na reação de 

degradação e o estudo demonstrou que os sistemas mediadores da lacase podem efetivamente 

aumentar as taxas de degradação do herbicida. Utilizando somente a lacase, menos de 10% de 

degradação foi alcançado, após 24h de reação, com diferentes concentrações de enzima, 

enquanto que com a adição de 1 mM de HBT, o isoproturon foi completamente degradado. As 

reações com ABTS e VA também apresentaram resultados semelhantes, entretanto os 

medidores naturais (vanilina, siringaldeído e acetoseringona) não foram efetivos, à exceção da 

acetoseringona, que promoveu cerca de 50% de degradação em uma concentração de 2 mM. 

 

3.2 APLICAÇÕES DAS LACASES 

 

 A baixa especificidade, a grande variedade de compostos que podem oxidar e a liberação 

de água como único subproduto, utilizando apenas o oxigênio molecular, sem necessidade da 
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adição de cofatores para catalisar reações de oxidação são os principais motivos que contribuem 

para o estudo e vasta aplicação das lacases. Lacases de origem bacteriana geralmente possuem 

baixos níveis de expressão e eficiência catalítica, fatores que limitam o uso em aplicações 

industriais. Além disso, lacases de plantas são pouco estudadas devido à dificuldade de extração 

e purificação dessas enzimas. No entanto, a lacase de Rhus vernicifera tem sido amplamente 

estudada, já que foi a primeira lacase e uma das primeiras enzimas descritas na literatura, em 

1883. Em geral, as lacases fúngicas são aplicadas em diversas áreas, pois apresentam alguns 

aspectos que contribuem para isso, como a possibilidade de cultivo em meios modificados com 

indutores, o uso de substratos de baixo custo, como resíduos da agricultura e da fermentação 

em estado sólido, além da descoberta frequente de novas cepas de fungos produtores de lacase 

e da facilidade de recuperação dessas enzimas (VISWANATH et al., 2014).  

 Nas biorrefinarias, as lacases têm grande potencial para auxiliar na conversão da 

biomassa lignocelulósica, já que desempenham um importante papel na degradação da lignina, 

por despolimerização oxidativa durante o pré-tratamento da biomassa. Já na indústria de 

alimentos e bebidas, as lacases podem ser utilizadas para eliminação de compostos fenólicos 

indesejáveis. Em bebidas, as lacases auxiliam no aumento da estabilidade e do tempo de 

estocagem de sucos de frutas, vinhos e cervejas, devido à remoção de compostos fenólicos 

polimerizáveis. Em panificação, atuam como melhoradores de textura, volume, frescura e sabor 

do pão, devido ao reforço nas estruturas do glúten (NUNES; KUNAMNENI, 2018).        

 O uso de lacases em biossensores é bastante conveniente, uma vez que catalisam reações 

de transferência de elétrons. Compostos fenólicos, oxigênio, azida, catecolaminas, flavonoides, 

drogas e fármacos são algumas das substâncias que podem ser detectadas pelo uso de 

biossensores contendo lacases imobilizadas. Lacases também têm apresentado potencial 

catalítico na síntese de compostos bioativos – substâncias com benefícios nutricionais que são 

encontradas principalmente como metabólitos secundários em plantas, bactérias e fungos – e 

na síntese química de antioxidantes, alcaloides e antibióticos. Alguns exemplos desses 

compostos são: a oxidação da rutina para a síntese de polímeros de rutina, cuja capacidade 

antioxidante, anti-inflamatória e antienvelhecimento é maior em comparação com o monômero 

de rutina; a produção de compostos bioativos pela oxidação de fenilpropanoides originando 

pinoresinol e desidrodiisoeugenol; e a síntese de derivados do ácido ferúlico, como o dímero β-

5, cujas propriedades são melhoradas. No geral, a síntese ocorre pela oxidação de alguns grupos 

funcionais (fenóis, aminofenóis, poliaminas, anilina, aminas aromáticas e benzenotióis) que 

conduzem à formação de radicais orgânicos como produtos primários, que, por sua vez, sofrem 

reações de acoplamento com outras espécies (substratos ou não da lacase), produzindo dímeros, 
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oligômeros, polímeros ou produtos de acoplamento cruzado (KUDANGA; NEMADZIVA; LE 

ROES-HILL, 2017; NUNES; KUNAMNENI, 2018). 

 Na indústria de papel e celulose, a aplicação de preparados enzimáticos à base de lacases 

pode ser uma alternativa ao uso de agentes químicos em, pelo menos, duas etapas do 

processamento, sob condições moderadas de pH, temperatura e pressão, o que leva a um menor 

gasto energético. O processo de biopolpação – pré-tratamento biológico da biomassa 

lignocelulósica para promover a deslignificação – é realizado pela produção in situ de uma 

mistura de exoenzimas em um processo de fermentação em estado sólido. Lacases e peroxidases 

são as principais enzimas que atuam na despolimerização da lignina, no entanto, o fungo 

selecionado para este processo deve apresentar alta atividade lignolítica e baixa atividade 

celulolítica, a fim de preservar a fração celulósica. Desta forma, a qualidade das fibras do papel 

é melhorada, pois o processo é menos agressivo, o gasto enérgico é menor e a recuperação de 

celulose é maior. Outra etapa do processamento que pode ser substituída pela oxidação 

enzimática é o branqueamento da polpa. Usualmente, o dióxido de cloro é utilizado como 

agente branqueador, o qual oxida a lignina residual que confere a cor marrom à polpa, porém, 

o cloro adicionado à biomassa orgânica pode gerar organoclorados nocivos à saúde. As lacases 

podem ser utilizadas neste processo, entretanto, a aplicação direta de um preparado enzimático 

nesta etapa, em escala industrial, ainda apresenta um custo muito elevado (GUIMARÃES et 

al., 2017). 

 

3.2.1 Biorremediação 

  

 Um grande número de substâncias tóxicas, carcinogênicas e recalcitrantes são lançadas 

diariamente nas águas residuais, tais como bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos, 

corantes, pesticidas, herbicidas, metais toxicos, compostos nitrogenados, halogenados, 

disruptores endócrinos, fármacos, entre outros. Dentre os métodos de tratamento de efluentes, 

o conceito de biorremediação refere-se aos processos biológicos que visam transformar, 

degradar ou remover poluentes de ambientes contaminados. Embora efetivos, o uso de plantas 

e microrganismos são processos lentos de biorremediação. No entanto, a adição direta de 

enzimas concentradas é uma forma de aumentar as taxas de degradação, pois não depende do 

tempo de adaptação e crescimento do microrganismo (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018). 

 Na área da biorremediação, existem estudos envolvendo o uso de lacases de diferentes 

microrganismos na degradação de diferentes substâncias, alguns deles estão resumidos na 

Tabela 1. Apesar de apresentarem elevada eficiência na degradação de poluentes, a adição de 
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enzimas purificadas é economicamente inviável devido ao elevado custo de produção e 

purificação dessas enzimas. Tendo isso em vista, alternativas para o uso desta enzima incluem 

sua imobilização, para possibilitar o reuso, o uso de resíduos como substrato para a produção 

da enzima e a utilização da enzima bruta ao invés da enzima purificada (FERNÁNDEZ-

FERNÁNDEZ; SANROMÁN; MOLDES, 2013). 

 

Tabela 1 – Algumas aplicações de diferentes lacases 

Fonte da lacase Aplicação Mediador 
Eficiência de 

remoção 
Referência 

Trichoderma 

harzianum 

Descoloração 

de corantes 
HBT 

100% de verde de 

malaquita, 90% de 

azul de metileno e 

60% de vermelho 

do congo 

(BAGEWADI; 

MULLA; 

NINNEKAR, 

2016) 

Echinodontium 

taxodii 

Degradação de 

antibióticos 

Compostos 

naturais 

derivados da 

lignina 

100% de 

antibióticos 

sulfonamidas 

(SHI et al., 

2014) 

Pleurotus 

ostreatus 

Remoção de 

bisfenol A e 

carbamazepina 

Ausência de 

mediador 

90% de bisfenol A 

e 10% de 

carbamazepina 

(JI et al., 2017) 

Cerrena 

unicolor 

Degradação de 

tetraciclina 

Ausência de 

mediador 
80% 

(YANG et al., 

2016) 

Trametes 

versicolor 

Degradação de 

diclofenaco 

Ausência de 

mediador 
100% 

(LONAPPAN et 

al., 2018) 

Marasmius sp. 
Descoloração 

de corantes 

Ausência de 

mediador 
72% – 76% 

(VANTAMURI; 

KALIWAL, 

2016) 

Trametes 

versicolor 

Degradação de 

fenóis 
ABTS 96% 

(ALVER; 

METIN, 2017) 

Fonte: elaborado pela autora. 

 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde, cerca de 17% a 20% da poluição 

industrial dos recursos hídricos provém do tratamento e do tingimento de têxteis. A indústria 

têxtil é uma das principais poluidoras, pois gera enormes volumes de efluentes com uma 

elevada quantidade de químicos e presença de cor. Os corantes, em mínimas quantidades, 

podem afetar a transparência dos corpos d’água, que interfere na absorção e reflexão da luz 

solar na superfície da água, prejudicando a fotossíntese das algas e plantas aquáticas. Além 
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disso, a maioria dos corantes utilizados são projetados para serem resistentes a exposição à luz, 

água e substâncias químicas (SENTHIVELAN; KANAGARAJ; PANDA, 2016).  

 Os corantes industriais podem ser classificados como azo corantes, antraquinonas, 

heterocíclicos, trifenilmetano e ftalocianinos, sendo que mais de 70% dos corantes utilizados 

pela indústria têxtil são do tipo azo. Estima-se que de 10% a 15% dos corantes empregados no 

processamento não se liguem às fibras têxteis e, portanto, são descartados nos efluentes. Muitos 

deles são recalcitrantes no ambiente e podem causar sérios problemas no ecossistema aquático 

e na saúde dos organismos vivos, já que apresentam potencial tóxico e/ou mutagênico. A 

estrutura química dos azos corantes é caracterizada pela presença do grupo cromóforo azo 

(−N=N−) que promove estabilidade, alta intensidade de cor e brilho e o processo de síntese é 

simples (reações de acoplamento azo entre sais de diazônio e nucleófilos). Um exemplo de 

corante pertencente a este grupo é o alaranjado de metila, cuja estrutura química está 

representada na Figura 4 (SENTHIVELAN; KANAGARAJ; PANDA, 2016; SINGH; SINGH; 

SINGH, 2015). 

  

Figura 4 – Estrutura química do alaranjado de metila 

  

 

 Os processos convencionais para o tratamento de efluentes com cor são, em geral, 

baseados em métodos físico-químicos como adsorção, coagulação e floculação. A adsorção 

apresenta boa eficiência de descoloração, no entanto, o alto custo e a dificuldade de regeneração 

dos adsorventes são limitações desta técnica. Já a coagulação/floculação é uma metodologia 

pouco eficiente e consome muitos agentes químicos, além disso, ambos os processos produzem 

grandes quantidades de lodo, o qual requer um descarte seguro após o tratamento. As técnicas 

de filtração por membranas também produzem resíduos secundários que necessitam de 

tratamento adicional. As tecnologias de oxidação que compreendem a oxidação química 

(métodos que utilizam agentes oxidantes como o ozônio, o peróxido de hidrogênio, entre 

outros) e os processos oxidativos avançados (técnicas que visam a produção de radicais 

hidroxila) apresentam grande potencial para aplicação na degradação de corantes, pois são 
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bastante eficientes, entretanto, em muitos casos, exigem elevada demanda de energia e a adição 

de reagentes químicos. Tendo em vista este cenário, métodos de tratamento que apresentam 

melhor relação custo-benefício e a produção de menores quantidades de lodo estão sendo 

estudados (HOLKAR et al., 2016; SINGH; SINGH; SINGH, 2015).  

 Os processos biológicos englobam o uso de organismos (fungos, bactérias e algas) e/ou 

suas enzimas para a biorremediação e degradação de poluentes. São caracterizados por serem 

ecológicos, apresentarem baixa produção de lodo e baixo consumo de água. A eficiência desses 

sistemas é influenciada por vários fatores, como: a carga orgânica, a concentração de oxigênio 

dissolvido, a temperatura, o pH, a adaptabilidade dos organismos e a atividade das enzimas no 

meio reacional (HOLKAR et al., 2016). O tratamento enzimático é uma das tecnologias verdes 

promissoras para a degradação de poluentes ambientais. Dentro deste contexto, as lacases têm 

sido estudadas devido às características que conferem, como a baixa especificidade e 

consequente ampla gama de substratos e a capacidade de utilizar apenas o oxigênio como co-

substrato (RODRÍGUEZ-DELGADO; ORNELAS-SOTO, 2017). Um exemplo do uso das 

lacases na biorremediação é o trabalho realizado por Zhuo e colaboradores (2017), no qual uma 

lacase de Pleurotus ostreatus foi avaliada quanto ao potencial de descoloração de diversos 

corantes sintéticos. O extrato bruto do fungo contendo a lacase foi capaz de degradar 81,3% do 

alaranjado de metila (100 mg/L), 87,6% do violeta cristal (100 mg/L), 85,1% do verde 

malaquita (100 mg/L), 98,0% do azul de bromofenol (100 mg/L), 64,6% do azul reativo 4 (800 

mg/L) e 89,1% do azul brilhante de remazol R (800 mg/L) durante 24h de reação e sem a adição 

de mediadores, evidenciando o potencial das lacases para uso nas novas tecnologias ambientais.      

 

3.3 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

 As diversas reações bioquímicas que constituem o metabolismo celular são catalisadas 

por enzimas específicas. Quando isoladas do seu ambiente natural, as enzimas são altamente 

sensíveis a condições de desnaturação, como extremos de pH e temperatura e a presença de 

inibidores. Além disso, são moléculas de alta complexidade estrutural e de elevado custo de 

produção, o qual está associado principalmente às etapas de extração e purificação dessas 

proteínas. A maioria das enzimas atua dissolvida em meio aquoso, sob um sistema de catálise 

homogênea, o que dificulta a separação do meio reacional e a reutilização da enzima (HOMAEI 

et al., 2013; ILLANES, 2008). 

 Um dos métodos propostos mais bem-sucedidos para superar essas limitações é a 

técnica de imobilização de enzimas (HOMAEI et al., 2013; LIU; CHEN; SHI, 2018; MA et al., 
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2014; SHELDON, 2007). A primeira observação científica de uma enzima imobilizada foi a 

adsorção de uma invertase em carvão e hidróxido de alumínio, realizada em 1916, por Nelson 

e Griffin. A partir deste evento, poucos trabalhos foram desenvolvidos até as décadas de 60 e 

70, quando houve um aumento significativo no número de publicações. O primeiro uso 

industrial de enzimas imobilizadas foi reportado por Chibata e colaboradores (1976), que 

realizaram a imobilização de aminoacilase de Aspergillus oryzae para a produção de L-

aminoácidos. Foi nesta época que foram desenvolvidas as bases das atuais tecnologias de 

imobilização; no mesmo período, o glutaraldeído começou a ser utilizado na imobilização de 

enzimas. Hoje, o desafio é desenvolver técnicas de imobilização que forneçam capacidade 

catalítica semelhante à de uma enzima solúvel, com maior estabilidade e ênfase para o 

desenvolvimento sustentável (GUISAN, 2006; SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019).  

 Uma das principais vantagens do uso de enzimas imobilizadas é a possibilidade de 

recuperação e reutilização do biocatalisador. A imobilização também permite a utilização em 

operações contínuas e a separação da enzima ao final do processo, diminuindo ou eliminando 

a contaminação do produto por proteínas. Além disso, a imobilização tende a aumentar a 

estabilidade da enzima, seja no armazenamento ou operacional, protege contra desnaturação, 

tornando o biocatalisador mais resistente a mudanças do meio e, portanto, mais robusto. A 

melhoria no desempenho enzimático e a reutilização do biocatalisador durante múltiplos ciclos 

reflete na produtividade – kg de produto por kg de enzima – que determina os custos da enzima 

em relação ao produto (SHELDON; VAN PELT, 2013). 

 Embora a imobilização de enzimas apresente uma série de vantagens, alguns aspectos 

negativos também são observados, tais como: a perda de atividade enzimática após a 

imobilização, alterações desfavoráveis nas propriedades cinéticas, o custo dos suportes e do 

processo de imobilização, limitações na transferência de massa e a possibilidade da ocorrência 

de fouling, ou seja, o acúmulo de material indesejado na superfície do suporte (DICOSIMO et 

al., 2013).  

 A fim de superar essas limitações, as pesquisas têm sido desenvolvidas com base no 

estudo dos principais elementos que compõem uma enzima imobilizada, que são: a enzima, o 

suporte e o modo de fixação da enzima ao suporte (GUISAN, 2006). 

 

3.3.1 Métodos de Imobilização de Enzimas 

 

 Existe um elevado número de publicações e patentes descrevendo diferentes métodos 

de imobilização de enzimas e alguns desses produtos foram comercializados com sucesso. Uma 
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das aplicações industriais estabelecidas em larga escala para enzimas imobilizadas mais bem-

sucedida foi a imobilização de glicose isomerase para a produção de xarope de milho com alto 

teor de frutose. O produto da Novozymes, o Sweetzymes®, possui células de microrganismos 

produtores de glicose isomerase imobilizadas em um suporte inorgânico entrecruzadas com 

glutaraldeído. Outras enzimas também são utilizadas industrialmente em suas formas 

imobilizadas, como a nitrila hidratase, lactase, penicilina G acilase, aspartase, termolisina, etc 

(DICOSIMO et al., 2013). 

 De acordo com Sheldon e Van Pelt (2013), os métodos de imobilização de enzimas 

podem ser classificados em três categorias: ligação a um suporte, aprisionamento e 

entrecruzamento. 

 A ligação da enzima a um suporte pode ocorrer por ligações covalentes, iônicas ou de 

natureza física, tais como interações hidrofóbicas, van der Waals e ligações de hidrogênio. Em 

geral, a adsorção física da enzima ao suporte é muito fraca e, por isso, é possível que ocorra a 

dessorção da enzima, principalmente sob condições de alta força iônica (SHELDON; VAN 

PELT, 2013). Entretanto, é uma técnica de imobilização simples, na qual a enzima, sob 

condições adequadas, interage com o suporte. É fundamental a presença de grupos funcionais 

na superfície do suporte que tenham afinidade com a estrutura da enzima. Esse método é 

reversível e também pode ser utilizado para purificação de proteínas. A fim de estabilizar a 

enzima contra a lixiviação, o biocatalisador imobilizado pode sofrer a deposição de uma camada 

de sílica, que protege a enzima sem provocar efeitos difusionais negativos. Um exemplo é o 

Novozym® 435, um produto que possui lipase imobilizada por interações hidrofóbicas em uma 

resina acrílica, revestido por um polímero de silício e que possui alta atividade enzimática retida 

(SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019). 

 As ligações iônicas e covalentes geralmente são mais fortes e conferem maior 

estabilidade à enzima. Por ser um processo de imobilização irreversível, a ligação covalente 

previne a perda de enzima durante a reação, contudo, o suporte (muitas vezes de alto custo) é 

descartado com a enzima após a inativação enzimática (SHELDON; VAN PELT, 2013). Para 

que ocorra a formação da ligação covalente, o suporte deve ter um grupo funcional reativo, ou 

deve ser ativado, a fim de reagir com os nucleófilos da enzima. Uma limitação desta técnica é 

que para recuperar boa parte da atividade enzimática do biocatalisador, os aminoácidos que 

mantém a atividade não podem estar envolvidos na ligação covalente ao suporte. As reações 

mais utilizadas envolvem as seguintes cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos: lisina 

(grupo amino), cisteína (grupo tiol) e ácidos aspártico e glutâmico (grupo carboxílico) 

(GUISAN, 2006; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013). 
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 Um método bastante comum é a utilização dos grupos amino dos resíduos de lisina, 

naturalmente presentes na estrutura da enzima, que reagem com suportes que contém ésteres, 

aldeídos e epóxidos. Em suportes aminados, um agente de entrecruzamento, como o 

glutaraldeído, é muito utilizado; como mostrado na figura 5, os grupos amino do suporte são 

ativados com uma molécula bifuncional, após, ocorre um ataque nucleofílico do grupo amino 

ao aldeído e a formação de ligações imina (bases de Schiff). Suportes com ésteres de N-

hidroxisuccinimida podem reagir com aminas para formar ligações amidas, no entanto, em meio 

aquoso, a ligação da enzima compete com a hidrólise do éster, prejudicando o RI. Já os grupos 

aldeídos formam uma ligação amina secundária quando são reduzidos pela ação de agentes 

químicos, como o cianoborohidreto de sódio. Os epóxidos reagem com aminas, hidroxilas e 

tióis, fornecendo enzimas imobilizadas com alta estabilidade, pois podem ser fixadas por 

ligações multipontuais; entretanto, o processo de imobilização é lento e são necessários suportes 

com elevado grau de grupos epóxi para um bom rendimento (HOMAEI et al., 2013; NETTO; 

TOMA; ANDRADE, 2013).  

 

Figura 5 – Ativação e imobilização de enzimas em suportes aminados 

 

Fonte: Cantone et al. (2013) 

 

 Resíduos de cisteínas possuem o grupo tiol e também são empregados na imobilização 

de enzimas. A nucleoficidade dos grupos tióis permite a reação com carbonilas insaturadas, 

como as maleimidas, em pH fisiológico, e formam ligações do tipo tioéter estáveis. Em geral, 

as proteínas têm poucos resíduos de cisteínas expostos à superfície, porém, com ferramentas da 

engenharia de proteínas, pode-se inserir resíduos de cisteínas na superfície da proteína, 

possibilitando uma imobilização dirigida da enzima (HOMAEI et al., 2013).   

 Outro método de imobilização de enzimas é o aprisionamento por inclusão da enzima 

em uma matriz, usualmente um polímero orgânico ou inorgânico, como a poliacrilamida e a 

sílica sol-gel, ou uma membrana, como uma microcápsula ou uma fibra oca. A fim de evitar a 

perda de enzima, pode-se promover ligações adicionais. A diferença entre os métodos em que 

ocorrem ligações é que, na inclusão, a enzima é aprisionada ao suporte durante o processo de 

fabricação do mesmo, enquanto que na ligação ao suporte, a enzima é ligada a um suporte pré-

fabricado, independentemente da localização da enzima, podendo estar na superfície externa ou 
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interna (poros) do material (SHELDON; VAN PELT, 2013). De acordo com Liu e 

colaboradores (2018), a principal restrição desta técnica é a elevada barreira de difusão, que 

impede o acesso de substratos macromoleculares à enzima.  

 Além da inclusão em redes poliméricas e da microencapsulação, outra técnica de 

aprisionamento de enzimas é em estruturas metal-orgânicas (MOFs – metal-organic 

frameworks). Esses materiais são porosos e cristalinos, compostos por núcleos inorgânicos e 

ligantes orgânicos, que se agrupam em redes multidimensionais por ligações de coordenação. 

Apresentam elevada área superficial, resistência química, mecânica e térmica, além de uma 

variedade de topografias, tamanhos e estrutura de poros, que dependem da escolha dos materiais 

para a síntese dos MOFs. Oferecem também locais para a ligação de enzimas por ligações 

coordenadas, covalentes, de hidrogênio e interações de van der Waals (DROUT; ROBISON; 

FARHA, 2018).  

 A técnica de entrecruzamento é notável devido à ausência de um suporte, o qual 

representa uma grande porção não catalítica do biocatalisador. A dificuldade de acesso do 

substrato à enzima, nos métodos de imobilização com suportes, está associada principalmente 

à formação de multicamadas na superfície do material e à profundidade dos poros do material 

onde pode estar localizada a enzima. O interesse pelos agregados de enzimas entrecruzados 

(CLEAs) é devido às vantagens que oferecem, como alta atividade enzimática, estabilização 

das enzimas e baixo custo de produção – pela inexistência de um suporte (SHELDON; VAN 

PELT, 2013).  O método de preparação dos CLEAs é simples e econômico; a enzima é 

precipitada e um agente de entrecruzamento é adicionado, geralmente o glutaraldeído. O 

objetivo deste processo é a formação de biocatalisadores insolúveis com elevada atividade 

catalítica. A formação dos CLEAs ainda pode combinar ambas as etapas de purificação e 

imobilização em uma única operação. Apesar de diversas vantagens, este método requer a 

adição de agentes de entrecruzamento e a estrutura da enzima fica mais susceptível à 

desnaturação (VOBERKOVA et al., 2018). Além disso, apresentam baixa resistência mecânica 

e são de difícil recuperação (CANTONE et al., 2013). 

 Muitos métodos de imobilização para a lacase têm sido propostos. Como exemplo de 

aprisionamento da enzima em uma matriz polimérica, pode-se citar a imobilização de lacase de 

Coriolopsis gallica em esferas de alginato de cálcio. Neste estudo, a enzima imobilizada 

apresentou maior estabilidade ao pH e a temperatura do que a sua forma solúvel, além de 70% 

de atividade retida após 4 ciclos de descoloração (DAÂSSI et al., 2014). Outra forma de 

imobilização da lacase bastante utilizada é por ligação covalente. Misra e colaboradores (2014), 

imobilizaram uma lacase de Trametes versicolor em esferas de polietersulfona funcionalizadas 
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com grupos epóxi. A lacase foi imobilizada via ligação covalente pela reação dos grupos amina 

da enzima com os grupos epóxi do suporte e resultou em 88% de degradação do corante, em 

um período de 15 dias. CLEAs de lacases de Fomes fomentarius e Trametes versicolor foram 

preparados utilizando sulfato de amônio como agente precipitante e glutaraldeído como agente 

entrecruzante. Os CLEAs apresentaram maior estabilidade (térmica, pH e estocagem) do que a 

enzima solúvel e possibilitaram a reutilização em 6 bateladas de oxidação do ABTS, mantendo 

50% da atividade inicial (VRŠANSKÁ et al., 2017).    

 

3.3.2 Tipos de Suportes para Imobilização de Enzimas 

 

 As propriedades das enzimas imobilizadas dependem tanto da enzima, quanto do 

suporte selecionado para imobilização (SHELDON, 2007). Existe uma variedade de matrizes 

disponíveis para a imobilização de enzimas e as propriedades do biocatalisador podem ser 

afetadas principalmente pela natureza física do suporte (tamanho de poro, grau de porosidade, 

forma e tamanho do suporte) e pela natureza química do suporte (tipo de ligação ao suporte) 

(CAO, 2005). De acordo com Zdarta e colaboradores (2018), os suportes para imobilização de 

enzimas podem ser classificados em: materiais orgânicos (sintéticos ou naturais), inorgânicos 

e compósitos.  

 Os materiais orgânicos caracterizam-se pela presença de numerosos grupos reativos, 

alta afinidade por peptídeos e biocompatibilidade (ZDARTA et al., 2018). Os polímeros 

sintéticos mais utilizados para a imobilização de enzimas são as resinas acrílicas, tais como a 

Amberlite XAD-7 (imobilização por adsorção) e a Eupergit C (imobilização via ligação 

covalente), ambas as resinas macroporosas. A Eupergit C é formada pela copolimerização de 

N,N-metileno-bi-(metacrilamida), metacrilato glicidil, éter alilglicidílico e metacrilamida e tem 

sido utilizada com êxito em processos industriais, pois possui características desejáveis, como 

tamanho médio de 170 µm, diâmetro de poro de 25 nm, altamente hidrofílica e elevada 

estabilidade química e mecânica (SHELDON; VAN PELT, 2013). Outros suportes poliméricos 

sintéticos utilizados para imobilização de enzimas são os materiais a base de poli (vinil álcool) 

(PVA). São ricos em grupos hidroxila, hidrofílicos, podem ser facilmente modificados e 

possibilitam diversas configurações (em fibras, esferas ou microesferas) (ZDARTA et al., 

2018). 

   Os polímeros orgânicos naturais, ou biopolímeros, têm sido amplamente utilizados 

como suportes para imobilização de enzimas. Alguns deles são: celulose, amido, agarose, 

carragenanos, colágeno, ágar, alginato e quitosana. Mesmo em baixas concentrações, são 
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capazes de formar géis inertes, insolúveis em água, com boa resistência e estrutura facilmente 

ativada. Além disso, o uso de agentes bifuncionais promove a formação de ligações cruzadas 

que fortalecem a estrutura e aumentam a resistência mecânica e térmica (HOMAEI et al., 2013).  

 A quitosana é um copolímero linear composto por D-glicosamina e N-acetil-D-

glicosamina com ligações β-(1→4), obtido pela desacetilação da quitina. Depois da celulose, a 

quitina é o polissacarídeo mais abundante na natureza e é extraída do exoesqueleto de 

invertebrados, principalmente de crustáceos como camarões e caranguejos, cujo exoesqueleto 

é um resíduo da indústria pesqueira. Devido à presença de unidades de repetição, a estrutura da 

quitosana pode ser considerada cristalina. A quitosana não é solúvel em água e nem em 

solventes orgânicos, no entanto, em meio ácido, os grupamentos amina são protonados, dessa 

forma ocorre uma repulsão entre os grupos NH3
+, desestruturando as interações intercadeia, e 

promovendo a solubilização do polissacarídeo (BARBOSA et al., 2017). O pKa da quitosana 

depende principalmente do grau de desacetilação e pode variar entre 6,3 e 7 (GUIBAL, 2005; 

KRAJEWSKA, 2004; SHUKLA et al., 2013; SORLIER et al., 2001), ou seja, em pHs abaixo 

do pKa, a quitosana é um policátion, sendo que abaixo de pH 4, está completamente protonada.

 O uso da quitosana tem sido descrito em diversas áreas da ciência devido às suas 

características. A presença de um grupamento amino (-NH2) e duas hidroxilas (-OH) em cada 

resíduo da estrutura da quitosana, confere ótimas propriedades químicas e biológicas. Além da 

biocompatibilidade e da notável afinidade com proteínas, a quitosana também é biodegradável, 

hidrofílica, não-tóxica, apresenta atividade antimicrobiana e capacidade de adsorção de metais 

pesados (SHUKLA et al., 2013). 

 Os suporte inorgânicos, tais como sílica, titânia, alumina, zircônia, óxido de zinco, 

magnetita, zeólitas, caulinita, hidroxiapatita, carbonos ativados, nanotubos de carbono, vidro 

poroso e metais nobres, em geral, são caracterizados por apresentarem excepcional estabilidade 

térmica e ao pH, resistência mecânica, elevada área superficial específica e possibilidade de 

funcionalização da superfície (ZDARTA et al., 2018). Os suportes à base de sílica apresentam 

características desejáveis para a imobilização de enzimas, como superfície facilmente 

modificada por métodos químicos – geralmente com aminosilanos, como o 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES) e glutaraldeído – e processos de fabricação que possibilitam 

diversas morfologias e estruturas de poros. Além disso,  apresentam elevada resistência 

mecânica e são quimicamente inertes (HOMAEI et al., 2013). 

 Nas últimas duas décadas, os materiais compósitos (híbridos) têm atraído a atenção de 

pesquisadores para a imobilização de enzimas, em virtude das propriedades que conferem. São 

caracterizados pela união de dois ou mais materiais, podendo ser a combinação de orgânicos 
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com orgânicos (quitosana-alginato), orgânicos com inorgânicos (quitosana-magnetita) e 

inorgânicos com inorgânicos (sílica-magnetita). A proposta dos materiais compósitos é unir as 

propriedades desejáveis de ambos os materiais, maximizando os benefícios (ZDARTA et al., 

2018). 

 A imobilização de enzimas em micro e nanopartículas tem se mostrado interessante, 

uma vez que é possível imobilizar uma carga maior de enzima por unidade de massa do suporte. 

Além da alta relação superfície/volume, essas estruturas reduzem as limitações difusionais 

(ANSARI; HUSAIN, 2012). Comparando a estrutura das micro e nanopartículas com os 

suportes porosos tradicionais, observa-se uma diferença na localização das enzimas. Enquanto 

que nas micro e nanopartículas as enzimas se ligam à superfície, nos materiais porosos, grande 

parte dos biocatalisadores são encontrados na superfície interna do suporte (LIESE; 

HILTERHAUS, 2013). Contudo, a diminuição do tamanho do suporte aumenta a dificuldade 

de separação do biocatalisador imobilizado (nanopartículas de sílica, sílica mesoporosa, MOFs, 

entre outros) por centrifugação (LIU; CHEN; SHI, 2018). 

 A separação magnética é um processo muito versátil devido a sua simplicidade e 

rapidez, o qual ocorre pela aplicação de um campo magnético externo à amostra. Esta técnica 

tem sido utilizada na biotecnologia para purificação de células, vírus, proteínas e ácidos 

nucleicos de extratos brutos. Alternativamente, as enzimas podem ser imobilizadas em 

partículas magnéticas, que tem como principal objetivo facilitar a separação e recuperação do 

biocatalisador para posterior reuso (BORLIDO et al., 2013). 

 Partículas de óxidos de ferro como a magnetita (Fe3O4) e a maghemita (-Fe2O3) são 

núcleos magnéticos muito utilizados, uma vez que apresentam relativa estabilidade química, 

baixa ou nenhuma toxicidade, são fáceis de sintetizar e passíveis de funcionalização. Além 

disso, as partículas magnéticas exibem baixa porosidade e boa estabilidade mecânica. Outras 

ligas à base de ferro, cobalto e estruturas do tipo espinélio também podem ser utilizadas como 

núcleos magnéticos (BILAL et al., 2018). Um fenômeno que tende a ocorrer com as partículas 

magnéticas é a aglomeração em função do magnetismo e da elevada energia superficial. Além 

disso, podem ser facilmente oxidadas em contato com o oxigênio do ar, o que resulta em perda 

do magnetismo (LEE; REDDY; LEE, 2013; LIU; CHEN; SHI, 2018).  

 Uma estratégia utilizada para proteger o material contra a oxidação, reduzir a agregação 

e aumentar o tempo de estocagem é recobrir os núcleos magnéticos com materiais orgânicos ou 

inorgânicos, formando compósitos. A utilização de um polímero como a quitosana, promove 

proteção e estabilidade às partículas magnéticas, além de funcionalizar a superfície, ser de baixo 

custo e de fácil preparação (LEE; REDDY; LEE, 2013). A interação entre a quitosana e as 
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partículas magnéticas pode ocorrer de duas formas: em estruturas com um único núcleo 

magnético ou com múltiplos núcleos magnéticos, como mostrado na figura 6. 

 

Figura 6 – Partículas magnéticas recobertas com quitosana 

 

Fonte: Lee; Reddy e Lee (2013) 

 

3.3.3 Avaliação da Imobilização  

  

 A fim de avaliar o sucesso da imobilização, alguns parâmetros devem ser medidos e 

calculados, como o RI, a eficiência da imobilização (EI) e a atividade recuperada (AR). O RI é 

descrito como o percentual de atividade enzimática da solução de imobilização que foi 

imobilizado, conforme a Equação (1), em que a atividade teoricamente imobilizada é calculada 

pela diferença entre as atividades aplicada e recuperada no sobrenadante e nas lavagens. A EI 

corresponde à porcentagem de atividade enzimática que é observada na enzima imobilizada em 

relação ao que foi oferecido, conforme a Equação (2). Portanto, uma imobilização que apresenta 

100% de RI e 0% de EI significa que todas as enzimas da solução de imobilização inicial foram 

imobilizadas, no entanto, o suporte com a enzima imobilizada não apresenta atividade, pois a 

enzima foi desnaturada ou está inacessível. A AR pode ser calculada multiplicando-se o RI pela 

EI ou com a atividade mensurada no suporte e a atividade inicial, segundo a Equação (3). Este 

parâmetro fornece uma ideia geral do processo de imobilização (SHELDON; VAN PELT, 

2013). 

 

𝑅𝐼(%) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐴𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎
𝑥100                                                            (1) 

 

𝐸𝐼(%) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑜 𝑆𝑢𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑇𝑒𝑜𝑟𝑖𝑐𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎
𝑥100                                                            (2) 
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𝐴𝑅(%) =
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑀𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑜 𝑆𝑢𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐴𝑝𝑙𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎
𝑥100                                                                          (3) 

 

3.4 CONSIDERAÇÕES SOBRE O ESTADO DA ARTE  

  

 Após a revisão da literatura disponível sobre o tema desta dissertação, pode-se observar 

que existe um grande número de trabalhos que relatam a imobilização de lacases de diferentes 

organismos produtores, bem como o uso dessas lacases na degradação de poluentes, seja com 

o uso de mediadores ou não. Muitas classes de contaminantes têm sido estudadas, 

principalmente fármacos e corantes, assim como diferentes métodos de imobilização e tipos de 

suportes.  

 Apesar disso, tendo em vista a importância de preservar o meio ambiente e a saúde 

humana, algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas para tornar a tecnologia enzimática 

mais atrativa para o tratamento de efluentes. Uma das principais limitações é o elevado custo 

dos processos enzimáticos, o qual, neste trabalho, dedicou-se a minimizá-lo com a utilização 

de um extrato enzimático bruto como fonte de obtenção da lacase e um suporte para 

imobilização de baixo custo, fácil recuperação e fácil preparação. Além disso, não há relatos de 

imobilização da lacase utilizada neste estudo. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 MATERIAIS 

 

 A quitosana derivada de casca de camarão (≥ 75% desacetilada), o ABTS, a albumina 

do soro bovino (BSA), a lacase de Trametes versicolor (≥ 0,5 U/mg) e os corante azul brilhante 

de remazol R e azul preto de naftol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (SP, Brasil). O 

alaranjado de metila, o azul de bromofenol, o violeta cristal e o vermelho neutro foram obtidos 

da Neon. O vermelho do Congo, o verde naftol B, o sulfato ferroso (FeSO4.7H2O) e o cloreto 

férrico (FeCl3.6H2O) foram adquiridos da Dinâmica® e o sulfato de amônio, da Êxodo. As 

resinas cromatográficas DEAE Sepharose Fast Flow e Sephacryl S200 HR e as colunas PD-10 

foram adquiridas da GE Healthcare. Os tubos de ultrafiltração Vivaspin 20 com membrana de 

polietersulfona de 5000 MWCO foram obtidos da Sartorius Stedim Biotech. O reagente de 

Bradford Quick StartTM para ensaio de proteína foi comprado da Bio-Rad. Todos os outros 

regentes químicos e solventes utilizados neste trabalho foram de grau analítico. 

 

4.2 PREPARAÇÃO DA LACASE BRUTA 

 

 O extrato bruto proveniente do cultivo do fungo Marasmiellus palmivorus VE111 foi 

fornecido pelo Laboratório de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da 

Universidade de Caxias do Sul. O fungo foi cultivado sob fermentação submersa de acordo com 

Schneider e colaboradores (2018) e, após 5 dias de cultivo, o sobrenadante foi filtrado com o 

auxílio de um papel filtro qualitativo para remoção dos micélios. As proteínas do extrato bruto 

foram concentradas por precipitação com sulfato de amônio (70%), recuperadas por 

centrifugação (3000×g, 10 min, 4 ºC) e ressuspendidas em tampão acetato de sódio 50 mM (pH 

5,0). A dessalinização da amostra foi realizada em colunas de dessalinização PD-10 contendo 

a resina Sephadex G-25. Após a inserção da amostra na coluna, as proteínas foram eluídas por 

gravidade com o mesmo tampão em que estavam ressuspendidas. A amostra coletada foi 

designada lacase bruta. 

 

4.3 PURIFICAÇÃO DA LACASE BRUTA 

 

 A lacase bruta foi purificada por cromatografia de troca iônica e gel filtração. A 

cromatografia de troca iônica foi realizada em uma coluna de vidro, com 4 mL da resina DEAE 
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Sepharose Fast Flow – matriz esférica de troca aniônica carregada positivamente em pH abaixo 

de 9 – e equilibrada com tampão acetato de sódio 10 mM (pH 5,5). A amostra foi eluída com 

80 mL de um gradiente de sal (0,1 – 1 M de cloreto de sódio) a um fluxo de 0,65 mL/min. As 

frações coletadas foram analisadas quanto à concentração de proteínas e atividade enzimática 

da lacase. As alíquotas purificadas foram concentradas em tubos de ultrafiltração até que o 

volume da amostra fosse 2% do volume da coluna utilizada para a cromatografia de gel 

filtração. A resina Sephacryl S200 HR foi empacotada por gravidade e a amostra foi eluída da 

coluna com tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5) a um fluxo linear de 10 cm/h. As frações 

coletadas foram novamente analisadas quanto à concentração de proteínas e atividade 

enzimática da lacase.       

 

4.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA E CONCENTRAÇÃO DE 

PROTEÍNAS 

   

 A atividade da lacase foi avaliada medindo-se o aumento da absorbância a 420 nm, 

durante 3 min, devido à oxidação enzimática de 0,5 mM de ABTS em tampão acetato de sódio 

50 mM (pH 5,0). Uma unidade de atividade de lacase (U) foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para oxidar 1 µmol de ABTS por minuto a 25 ° C. O coeficiente de extinção 

molar do ABTS é 𝜀420𝑛𝑚= 36000 M−1 cm−1 (BOURBONNAIS; PAICE, 1990). A concentração 

de proteínas foi determinada pelo método de Bradford utilizando BSA para construção da curva 

padrão (BRADFORD, 1976). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.5 SÍNTESE DAS PARTÍCULAS MAGNÉTICAS RECOBERTAS COM QUITOSANA 

 

 As partículas magnéticas foram sintetizadas pelo método de co-precipitação. Para isso, 

FeSO4.7H2O 0,1 M e FeCl3.6H2O 0,2 M foram dissolvidos em água deionizada e 

desgaseificada. Quando a solução atingiu 70ºC, hidróxido de sódio 2 M foi adicionado 

lentamente à mistura até atingir pH 10 e um precipitado escuro foi observado. A reação foi 

mantida sob agitação vigorosa e sob atmosfera inerte de nitrogênio, durante 10 min. As 

partículas magnéticas assim obtidas foram recuperadas por magnetismo, utilizando um ímã 

permanente, e lavadas com água deionizada até pH neutro. As partículas foram secas em estufa 

a 40°C e revestidas com quitosana pela técnica de gelificação ionotrópica, como já descrito 

anteriormente (KLEIN et al., 2012). Resumidamente: 250 mg de quitosana e 250 mg de 
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partículas magnéticas (1:1) foram misturados em 57 mL de ácido acético (2% v / v) contendo 

Tween 80 (1% v / v). No ultrassom, foram adicionados 3 mL de sulfato de sódio 1,4 M gota a 

gota e a suspensão foi mantida sob agitação magnética (1500 rpm) durante 2 h. As partículas 

magnéticas revestidas com quitosana obtidas foram recuperadas por magnetismo e lavadas 3 

vezes com tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,0). Por fim, a ativação do suporte foi realizada 

incubando as partículas magnéticas em 1 mL de glutaraldeído (10 mM a 170 mM) em tampão 

fosfato de sódio 0,1 M (pH 7) durante 1 h, sob agitação lenta. O suporte ativado foi lavado (3 

x) com tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5,0) para remover o excesso de glutaraldeído e 

equilibrar o suporte com o tampão de imobilização. 

 

4.6 IMOBILIZAÇÃO DA LACASE 

 

 O suporte ativado foi incubado com as soluções (1 mL) de lacase bruta e purificada de 

M. palmivorus, bem como com a solução de lacase de Trametes versicolor. As soluções de 

enzima foram preparadas em tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5). Após 17 h de incubação 

a 4ºC, sob agitação lenta, o excesso de enzima que não se ligou ao suporte foi removido com 3 

lavagens com o mesmo tampão. Para cada uma das lacases, diferentes cargas de enzima foram 

oferecidas ao suporte, a fim de determinar o melhor RI, EI, AR e atividade do biocatalisador 

imobilizado. Todos os parâmetros foram avaliados para definir a melhor carga para cada 

enzima. O tempo de imobilização foi determinado retirando-se alíquotas em diferentes tempos 

durante a imobilização. 

 

4.7 pH E TEMPERATURA ÓTIMOS   

 

 O pH ótimo das lacases livres e imobilizadas foi determinado mensurando a atividade 

enzimática, a 25 °C, em diferentes tampões: pH 2,3-3,0 (glicina-HCl 0,05 M), pH 4,0-5,5 

(acetato de sódio 0,1 M), pH 6,0-7,0 (fosfato de sódio 0,1 M) e pH 8,0 (tris-HCl 0,1 M). A 

temperatura ótima foi determinada em tampão acetato de sódio 50 mM, no pH ótimo para cada 

enzima, medindo-se a atividade enzimática em diferentes temperaturas de 25 °C a 70 °C. 
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4.8 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO 

 

 A estabilidade de armazenamento das lacases livres e imobilizadas foi realizada 

mantendo-se as enzimas a 4ºC em tampão acetato de sódio 50 mM (pH 5,0). A atividade 

residual foi mensurada a cada 7 dias durante 42 dias. 

 

4.9 ESTABILIDADE TÉRMICA A 50 °C 

 

 A estabilidade térmica das lacases livres e imobilizadas foi determinada pela medida da 

atividade enzimática residual após a incubação das soluções, em tubos fechados, em um banho-

maria termostático a 50 °C. A inativação térmica foi interrompida em um banho de gelo. O 

tempo de meia-vida (t1/2) foi avaliado quantitativamente pela cinética de primeira ordem, 

Equação (4). Este modelo sugere que a reação ocorre em uma única etapa, a uma taxa constante 

de inativação (k), em que A representa a atividade residual da enzima em um determinado 

tempo t (min), A0 é a atividade enzimática inicial e t é o tempo de tratamento. 

 

𝐴

𝐴0
= 𝑒−𝑘𝑡                                                                                                                                                  (4) 

 

 O t1/2 foi calculado com os valores de k, de acordo com a Equação (5). 

 

𝑡1/2 =
ln 2

𝑘
                                                                                                                                                (5) 

 

4.10 ESTABILIDADE OPERACIONAL E DESCOLORAÇÃO DE CORANTES TÊXTEIS 

 

 A fim de investigar a capacidade de reutilização, incubou-se 1 U do biocatalisador 

imobilizado em 1 mL de uma solução de alaranjado de metila 50 mg/L em tampão acetato de 

sódio 0,2 M, no pH ótimo para cada biocatalisador, e em presença de 0,45 mM de ABTS. A 

reação de descoloração foi realizada sob lenta agitação, durante 1 h e mensurada 

espectrofotometricamente pela diminuição da absorbância no comprimento de onda máximo 

(462 nm). Após cada ciclo de descoloração, o biocatalisador foi separado por magnetismo, 

lavado três vezes com o mesmo tampão e, em seguida, adicionou-se um novo meio de reação. 

A descoloração do primeiro ciclo foi considerada como 100%. 
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 Além disso, foram analisados outros corantes em relação ao potencial de descoloração 

das lacases. Para isso, soluções com 50 mg/L dos corantes alaranjado de metila, azul brilhante 

de remazol R, azul preto de naftol, azul de bromofenol, violeta cristal, verde naftol B, vermelho 

neutro e vermelho do Congo foram preparadas e incubadas, sob agitação lenta, com 1 U do 

biocatalisador imobilizado sem a adição de mediadores. 

 

4.11 CARACTERIZAÇÃO DO SUPORTE 

 

 As propriedades magnéticas das partículas magnéticas e das partículas magnéticas 

recobertas com quitosana foram determinadas por magnetometria de amostra vibrante (VSM) 

utilizando um equipamento modelo EZ9, MicroSense. As curvas de magnetização foram 

obtidas com a medição do momento magnético em um campo magnético aplicado de -20 kOe 

a +20 kOe e à temperatura ambiente. A área superficial específica das partículas magnéticas, 

das partículas magnéticas recobertas com quitosana e das partículas magnéticas recobertas com 

quitosana e com a enzima imobilizada (PMQE), foi medida pelo método de BET utilizando um 

Quantachrome, modelo Nova 1000e. A morfologia da superfície foi observada por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) em um equipamento JEOL (Modelo JSM 6060; Japão). Para 

esta análise, as partículas foram revestidas por uma fina camada de ouro e visualizadas com 

tensão de aceleração de 15 kV. O tamanho das partículas magnéticas e das partículas 

magnéticas recobertas com quitosana foi determinado por análise granulométrica por difração 

de laser. O equipamento utilizado foi um analisador CILAS 1180, que detecta partículas na 

faixa entre 0,04 – 2500 µm; as partículas foram dispersas em água e submetidas ao ultrassom 

durante 60s. Foi utilizado o método Fraunhofer para cálculo do tamanho das partículas. O 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizado com o espectrofotômetro 

Perkin Elmer (modelo Spectrum 1000) e as amostras foram misturadas com KBr e pastilhadas. 

Todos os experimentos foram realizados com as amostras liofilizadas.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 PURIFICAÇÃO DA LACASE 

 

 A purificação da lacase bruta foi realizada a fim de melhor avaliar a carga enzimática 

aplicada ao suporte e a estabilidade da enzima após a purificação. Partindo do extrato bruto de 

M. palmivorus (0,22 mg/mL de proteína e 2,68 U/mL de atividade de lacase), conforme as 

etapas da purificação foram avançando, a atividade específica da amostra aumentou, como era 

o esperado, já que a quantidade de proteína total diminuiu. De acordo com a Tabela 2, observa-

se um considerável aumento no fator de purificação após a cromatografia de troca iônica, 

evidenciando a purificação da amostra, pois grande parte da lacase foi separada do restante das 

proteínas. Apesar disso, o rendimento do processo diminuiu em função da perda de atividade 

da lacase entre as etapas, principalmente na última cromatografia. Tendo em vista esses 

resultados, optou-se por não realizar a cromatografia de gel filtração para os próximos 

experimentos, pois não houve um aumento no fator de purificação e o rendimento diminuiu 

praticamente pela metade.  

 

Tabela 2 – Resumo da purificação da lacase bruta de M. palmivorus 

Etapas 
Proteína 

total (mg) 

Atividade 

total (U) 

Atividade 

específica 

(U\mg) 

Rendimento 

(%) 

Fator de 

purificação 

Extrato bruto 185,75 2227,00 11,99 100 1 

Precipitação com 

(NH4)2SO4 (70%) 
153,95 1878,57 12,20 84,35 1,02 

Dessalinização 

PD-10 
127,74 1941,83 15,20 87,20 1,27 

DEAE-Sepharose 13,66 1410,23 103,23 63,32 8,61 

Sephacryl S200 6,18 657,12 106,30 29,51 8,87 

 

 O fator de purificação da lacase e o rendimento do processo após a troca iônica, 8,61 e 

63,32%, estão de acordo com outros trabalhos de purificação da lacase. Pawlik e colaboradores 

(2016), purificaram uma lacase de Sinorhizobium meliloti usando o extrato bruto e conseguiram 

um fator de purificação de 6,7 e rendimento de 48,7% após concentração por ultrafiltração e 

cromatografia, utilizando a resina DEAE-Sepharose. Bagewadi e colaboradores (2016), 

também utilizaram a mesma resina de troca iônica para purificação da lacase de Trichoderma 
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harzianum e, após as etapas iniciais de precipitação com sulfato de amônio e ultrafiltração, 

atingiram fator de purificação de 7 e rendimento de 12%. Entretanto, o fator de purificação 

aumentou para 25 quando foi realizada a etapa de gel filtração com a resina Sephadex G-100; 

o rendimento, por sua vez, decresceu para 7%. More e colaboradores (2011), similarmente, 

alcançaram valores superiores na purificação da lacase de Pleurotus sp. com a precipitação com 

sulfato de amônio, cromatografia de troca iônica com DEAE celulose e a gel filtração com 

Sephadex G-100. Ao final da purificação, o rendimento foi de 22,4% e o fator de purificação 

de 72,2. Uma alternativa para melhorar os resultados da cromatografia de gel filtração seria 

utilizar outra resina, como a Sephadex G-100 ou alterar os parâmetros da cromatografia 

(Ó’FÁGÁIN et al., 2011).   

 

5.2 INFLUÊNCIA DA CARGA DE ENZIMA NA IMOBILIZAÇÃO 

 

 Os efeitos da carga de enzima aplicada ao suporte no RI, EI, AR e atividade da enzima 

imobilizada estão apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. O rendimento da imobilização da lacase 

bruta, independentemente da quantidade de enzima aplicada (5-35 mg de proteína.(g de suporte 

seco)-1), manteve-se acima de 99%, enquanto que para a lacase comercial, foi observado um 

decréscimo no rendimento, conforme aumentou-se a carga de enzima (143-1143 mg de 

proteína.(g de suporte seco)-1), principalmente devido à saturação dos sítios de ligação do 

suporte. O RI da lacase purificada de M. palmivorus apresentou o mesmo comportamento da 

imobilização da lacase comercial, porém a saturação foi observada com uma carga menor de 

enzima, já que são lacases de diferentes fontes e, portanto, com características distintas. 

Comparando o RI de ambas as lacases de M. palmivorus (bruta e purificada), percebeu-se que 

a lacase purificada satura os sítios de ligação do suporte com 15 mg de proteína.(g de suporte 

seco)-1, enquanto que a lacase bruta mantém o RI ainda em 99%, entretanto, com uma tendência 

gradual de saturação dos sítios de ligação. Este comportamento pode ser atribuído ao grau de 

purificação das enzimas, que é maior na solução de imobilização da lacase purificada (Tabela 

5) do que na solução de imobilização da lacase bruta (Tabela 3). Sendo assim, com uma mesma 

carga de proteína, a lacase bruta não satura os sítios de ligação do suporte, provavelmente 

devido às características distintas (tamanho e estrutura) de suas proteínas contaminantes.    

 A AR máxima da lacase bruta imobilizada, quando foram aplicados 5 mg de proteína.(g 

de suporte seco)-1, foi de 73,22% (Tabela 3), diminuindo com o aumento da carga de proteína, 

como mostrado na  figura 7. Embora esse comportamento seja mais pronunciado em suportes 

porosos, há estudos que relatam o mesmo para os não-porosos (FORTES et al., 2017), e está 
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associado com o restrito acesso do substrato aos sítios ativos das enzimas (LIN et al., 2017), 

que pode ser causado por limitações difusionais devido à falta de espaço intermolecular, 

impedimento estérico pela presença do suporte e imobilização de enzimas em multicamadas 

(FORTES et al., 2017; LIESE; HILTERHAUS, 2013; PEREIRA et al., 2001). Em contraste, a 

atividade da enzima imobilizada aumenta com o aumento da carga enzimática, até a 

estabilização. Assim, a máxima atividade da enzima imobilizada alcançada após a imobilização 

da lacase bruta foi de 139,84 U.(g de suporte seco)-1 (Figura 7, Tabela 3), que corresponde a 

48,55% de atividade recuperada, quando foram aplicados 25 mg de proteína.(g de suporte seco)-

1.  

 

Tabela 3 – Influência da variação da carga da lacase bruta de M. palmivorus sobre a atividade 

da enzima imobilizada, eficiência (EI), rendimento (RI) e atividade recuperada (AR) após 

imobilização. 

Carga de 

enzima (mg 

proteína.g 

suporte seco-1) 

Atividade 

oferecida ao 

suporte (U.g 

suporte seco-1) 

Atividade da 

enzima 

imobilizada 

(U.g suporte 

seco-1) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

5 55,51 40,00 ± 3,44 73,28 ± 6,22 99,92 ± 0,03  73,22 ± 6,19 

15 175,41 104,48 ± 1,50 59,58 ± 0,83 99,85 ± 0,04 59,49 ± 0,85 

25 286,71 139,84 ± 1,27 48,74 ± 0,40 99,61 ± 0,10 48,55 ± 0,44 

35 374,96 126,88 ± 10,92 33,83 ± 2,93 99,07 ± 0,06 33,51 ± 2,88 

 

Tabela 4 – Influência da variação da carga da lacase comercial de T. versicolor sobre a 

atividade da enzima imobilizada, eficiência (EI), rendimento (RI) e atividade recuperada (AR) 

após imobilização. 

Carga de 

enzima (mg 

proteína.g 

suporte seco-1) 

Atividade 

oferecida ao 

suporte (U.g 

suporte seco-1) 

Atividade da 

enzima 

imobilizada 

(U.g suporte 

seco-1) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

143 45,14 15,04 ± 0,10  33,30 ± 0,18 99,50 ± 0,15 33,13 ± 0,22 

286 87,80 35,89 ± 3,62 40,91 ± 4,08 98,47 ± 0,10 40,28 ± 4,06 

571 165,88 74,92 ± 6,38 45,30 ± 3,67 97,58 ± 0,41 44,21 ± 3,77 

1143 331,06 72,43 ± 11,82 21,89 ± 3,56 94,98 ± 0,07 20,79 ± 3,39 
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Tabela 5 – Influência da variação da   carga da lacase purificada de M. palmivorus sobre a 

atividade da enzima imobilizada, eficiência (EI), rendimento (EI) e atividade recuperada (AR) 

após imobilização. 

Carga de 

enzima (mg 

proteína.g 

suporte seco-1) 

Atividade 

oferecida ao 

suporte (U.g 

suporte seco-1) 

Atividade da 

enzima 

imobilizada 

(U.g suporte 

seco-1) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

5 248,84 145,52 ± 2,18 58,48 ± 0,88 100 ± 0,00 58,48 ± 0,88 

10 533,97 182,45 ± 20,08 34,17 ± 3,76 99,75 ± 0,01 34,09 ± 3,75 

15 1008,49 268,40 ± 8,73 27,15 ± 0,76 98,02 ± 0,45 26,61 ± 0,87 

25 1381,37 281,17 ± 16,59 31,12 ± 0,79 65,38 ± 2,20 20,35 ± 1,20 

30 2007,72 297,99 ± 4,58 25,11 ± 1,65 59,20 ± 2,97 14,84 ± 0,23 

 

Figura 7 – Efeito da carga de lacase bruta aplicada ao suporte na atividade do biocatalisador 

imobilizado e na atividade recuperada 

 

 Comparando com a imobilização da lacase purificada de M. palmivorus (mesma carga 

de 25 mg de proteína.(g de suporte seco)-1), a atividade da enzima imobilizada máxima 

praticamente dobrou, chegando a 281,17 U.(g de suporte seco)-1 (Figura 8, Tabela 5), porém a 

AR e a EI diminuíram para 20,35% e 31,12%, respectivamente. Isto ocorre devido a maior 

atividade de lacase (mais purificada) na solução de imobilização que, por sua vez, não foi 

recuperada em função da restrição dos sítios ativos das enzimas imobilizadas pela proximidade 
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das moléculas. Este comportamento fica menos evidente na imobilização da lacase bruta, pois 

há outras moléculas proteicas ocupando os sítios de ligação e, possivelmente a lacase está 

melhor distribuída no suporte. Tendo isso em vista, optou-se por utilizar uma carga menor de 

enzima, de 15 mg de proteína.(g de suporte seco)-1, na qual o RI é alto (98,02%) (Figura 8, 

Tabela 5) e a atividade da lacase purificada imobilizada é semelhante (268,40 U.(g de suporte 

seco)-1) (Figura 8, Tabela 5). O mesmo comportamento foi relatado por Dal Magro e 

colaboradores (2018), no qual quanto maior a carga de enzima aplicada ao suporte, maior foi a 

atividade do biocatalisador imobilizado, e menor a AR.  

 

Figura 8 – Efeito da carga de lacase purificada aplicada ao suporte na atividade do 

biocatalisador imobilizado e na atividade recuperada 

 

  

 A atividade da lacase comercial imobilizada também aumentou com o acréscimo de 

enzima ao suporte, até estabilizar, no entanto, a carga máxima da enzima foi muito maior (571 

mg de proteína.(g de suporte seco)-1) e tornou o biocatalisador menos ativo (74,92 U.(g de 

suporte seco)-1) (Figura 9, Tabela 4) do que a lacase imobilizada de M. palmivorus (bruta e 

purificada), com 44,21% de AR. Com esses resultados, é possível sugerir que a maior carga 

enzimática que pode ser fornecida ao suporte usando a enzima comercial ocorre principalmente 

devido ao maior grau de purificação, comparado à lacase bruta de M. palmivorus e às diferenças 
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entre as enzimas, já que são de microrganismos distintos. A presença de outras proteínas na 

solução de imobilização da lacase bruta, que foram recuperadas do extrato bruto juntamente 

com a lacase na precipitação com sulfato de amônio (SCOPES, 1993), podem preencher os 

sítios de ligação do suporte, reduzindo assim a área da superfície disponível para a imobilização 

da lacase. Além disso, a atividade específica da lacase bruta imobilizada de M. palmivorus (5,59 

U.(mg de proteína)-1) é cerca de 43 vezes maior em relação a lacase comercial imobilizada de 

T. versicolor (0,13 U.(mg de proteína)-1), que também foi observada para as enzimas em suas 

formas solúveis (atividade específica da solução de imobilização da lacase bruta foi de 11,3 

U.mg-1 e da solução de imobilização da lacase comercial foi de 0,3 U.mg-1).  

 

Figura 9 – Efeito da carga de lacase comercial aplicada ao suporte na atividade do 

biocatalisador imobilizado e na atividade recuperada 

 

 

5.3 INFLUÊNCIA DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO NA IMOBILIZAÇÃO 

 

 O glutaraldeído é considerado um agente de reticulação bastante versátil, pois possui 

duas carbonilas que podem reagir com os grupos amino da quitosana e da enzima, resultando 

na formação de bases de Schiff. Concentrações muito baixas de glutaraldeído podem prejudicar 

o RI, pois a quantidade de sítios ativados é pequena, por outro lado, é necessário determinar 



43 

 

uma concentração adequada, a fim de evitar o excesso de sítios ativados que podem induzir a 

desnaturação da enzima por mudanças conformacionais, influenciando na EI (ZHANG et al., 

2009; ZHENG et al., 2016).  

 Nas Tabelas 6 e 7, estão apresentados os dados de RI e EI, bem como a AR e atividade 

relativa das enzimas imobilizadas (lacase bruta e comercial) em função da variação da 

concentração de glutaraldeído. Como mostrado no gráfico da figura 10, a melhor concentração 

de agente entrecruzante para a imobilização da lacase bruta foi de 90 mM, enquanto que para a 

imobilização da lacase comercial, a atividade relativa aumentou com o acréscimo de 

glutaraldeído. Este comportamento pode ser atribuído à maior carga enzimática aplicada para a 

imobilização da lacase comercial em comparação com a lacase bruta. Esta última, presente em 

menor quantidade no suporte, pode sofrer múltiplas ligações devido ao excesso de sítios 

ativados pelo glutaraldeído, levando à sua desnaturação e consequente diminuição de atividade 

enzimática, como discutido acima. Para ambas as enzimas, a concentração de glutaraldeído 

escolhida para os próximos experimentos foi de 90 mM (0,85% v/v). No caso da lacase 

comercial, os valores de atividade relativa da enzima imobilizada, EI, RI e AR (Tabela 7) 

praticamente estabilizaram quando foram utilizadas concentrações acima de 90 mM, sendo 

assim, não é justificável aumentar a concentração de glutaraldeído. Esses resultados estão de 

acordo com o estudo de Zheng e colaboradores (2016), que também avaliaram a melhor 

concentração de glutaraldeído, para a imobilização da lacase de Trametes pubescens em esferas 

de quitosana. Conforme a concentração de glutaraldeído foi aumentada, a atividade da enzima 

imobilizada aumentou, até um ponto máximo (0,8% v/v) e então começou a decair em função 

do excesso de sítios ativados pelo glutaraldeído.    
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Figura 10 – Efeito da concentração de glutaraldeído na atividade da lacase bruta imobilizada e 

da lacase comercial imobilizada  

 

 

 

Tabela 6 – Influência da variação da concentração de glutaraldeído sobre a atividade relativa 

da lacase bruta de M. palmivorus após imobilização e sobre os parâmetros de imobilização EI, 

RI e AR. 

Concentração de 

glutaraldeído (mM) 

Atividade relativa da 

enzima imobilizada 

(%) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

10 84,93 ± 11,27 44,19 ± 3,03 98,44 ± 0,19 43,50 ± 2,91 

50 83,27 ± 5,34 42,90 ± 1,39 99,41 ± 0,01 42,65 ± 1,38 

90 100 ± 1,05 51,60 ± 0,28 99,22 ± 0,00 51,21 ± 0,27 

130 87,11 ± 0,75 44,95 ± 0,20 99,24 ± 0,00 44,61 ± 0,20 

170 85,76 ± 6,23 44,18 ± 1,65 99,42 ± 0,08 43,92 ± 1,61 
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Tabela 7 – Influência da variação da concentração de glutaraldeído sobre a atividade relativa 

lacase comercial de T. versicolor após imobilização e sobre os parâmetros de imobilização EI, 

RI e AR. 

 

Concentração de 

glutaraldeído (mM) 

Atividade relativa da 

enzima imobilizada 

(%) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

10 87,20 ± 1,84 38,39 ± 1,00 95,34 ± 0,28 36,60 ± 0,85 

50 92,89 ± 3,15 40,58 ± 1,52 96,08 ± 0,02 38,99 ± 1,45 

90 97,46 ± 0,57 42,30 ± 0,25 96,71 ± 0,06 40,90 ± 0,27 

130 99,35 ± 1,09 42,96 ± 0,61 97,06 ± 0,21 41,70 ± 0,50 

170 100 ± 0,77 43,24 ± 0,33 97,07 ± 0,08 41,97 ± 0,35 

 

5.4 INFLUÊNCIA DO TEMPO DE IMOBILIZAÇÃO 

 

 O tempo de contato entre a enzima e o suporte é importante de ser avaliado, uma vez 

que curtos períodos de tempo podem não ser suficiente para que ocorra a ligação entre a enzima 

e os sítios ativos do suporte. Porém, tempos mais longos também podem ser negativos pois a 

enzima pode perder sua atividade durante o processo de imobilização. Como mostrado na figura 

11, a AR para ambas as lacases não apresentou grandes variações ao longo do tempo, bem como 

para a atividade do biocatalisador imobilizado (Tabelas 8 e 9). Após 30 min de contato entre a 

solução de imobilização e o suporte, o RI da lacase bruta e comercial foi cerca de 99% e 96%, 

respectivamente. Além disso, os resultados foram muito semelhantes para todo o intervalo de 

tempo avaliado (5 – 360 min), demonstrando que as enzimas se imobilizaram rapidamente e 

não sofreram grandes alterações com o tempo. 
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Figura 11 – Efeito do tempo de imobilização na AR da lacase bruta imobilizada e da lacase 

comercial imobilizada. 

 

Tabela 8 – Influência do tempo de imobilização da lacase bruta de M. palmivorus sobre a 

atividade da enzima imobilizada e sobre os parâmetros de imobilização EI, RI e AR. 

 

 

 

 

Tempo de 

imobilização 

(min) 

Atividade da enzima 

imobilizada (U.g 

suporte seco-1) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

5 152,52 ± 25,14 36,38 ± 6,07 98,32 ± 0,20 35,76 ± 5,89 

15 147,69 ± 12,22 35,08 ± 2,90 98,72 ± 0,01 34,63 ± 2,87 

30 145,04 ± 20,95 34,35 ± 4,99 99,01 ± 0,08 34,01 ± 4,91 

60 153,90 ± 22,50 36,46 ± 5,37 98,99 ± 0,12 36,08 ± 5,27 

120 137,07 ± 1,10 32,43 ± 0,25 99,08 ± 0,04 32,14 ± 0,26 

180 130,93 ± 2,59 30,93 ± 0,62  99,27 ± 0,01 30,70 ± 0,61 

240 154,46 ± 3,94 36,51 ± 0,88 99,19 ± 0,13 36,22 ± 0,92 

300 129,70 ± 1,05 30,61 ± 0,26 99,35 ± 0,03 30,41 ± 0,25 

360 132,95 ± 5,34 31,40 ± 1,21 99,26 ± 0,15 31,17 ± 1,25 
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Tabela 9 – Influência do o tempo de imobilização da lacase comercial de T. versicolor sobre a 

atividade da enzima imobilizada e sobre os parâmetros de imobilização EI, RI e AR. 

 

 

5.5 pH E TEMPERATURA ÓTIMOS 

 

 A imobilização pode alterar as características enzimáticas, tais como as condições 

ótimas de pH e temperatura. O efeito do pH na atividade das lacases (bruta e comercial) solúveis 

e imobilizadas foi avaliado na faixa de pH entre 2,3–8 e está apresentado no gráfico da Figura 

12. Após a imobilização, o pH ótimo da lacase bruta e comercial foi de 5,5 e 4, respectivamente, 

e não houve diferença entre os pHs ótimos das formas imobilizadas e solúveis. Este 

comportamento também foi relatado em outros estudos (JIANG et al., 2005; WANG et al., 

2008). Acima do pH ótimo (5,5), a lacase bruta imobilizada apresentou um decréscimo de 

atividade mais gradual em relação à sua forma solúvel; em pH 6,5 a enzima imobilizada reteve 

58,96 ± 1,37 de atividade, enquanto que a enzima solúvel reteve 38,85% ± 0,31 de atividade. 

Essa maior resistência ao pH, após imobilização, pode estar associada ao efeito protetor do 

suporte, que cria um microambiente ao redor do sítio ativo da enzima. Sangeetha e Abraham 

(2008) perceberam o deslocamento do pH ótimo da subtilisina de Bacillus subtilis, de 7 para 9, 

após a imobilização em CLEAs. O desvio do pH para o lado alcalino pode ser atribuído às 

interações da enzima com o glutaraldeído, que liga os grupamentos amino, fazendo com que a 

enzima adquira carga negativa e, assim, o pH ótimo muda para o lado superior (SANGEETHA; 

ABRAHAM, 2008). 

Tempo de 

imobilização 

(min) 

Atividade da enzima 

imobilizada (U.g 

suporte seco-1) 

EI (%) RI (%) AR (%) 

5 70,11 ± 2,76 37,24 ± 1,65 93,60 ± 0,46 34,85 ± 1,37 

15 67,78 ± 3,23 35,42 ± 1,71 95,13 ± 0,06 33,69 ± 1,61 

30 63,49 ± 1,17 32,91 ± 0,52 95,91 ± 0,26 31,56 ± 0,58 

60 71,30 ± 0,67 36,66 ± 0,27 96,69 ± 0,21 35,45 ± 0,33 

120 66,30 ± 2,67 34,01 ± 1,32 96,91 ± 0,14 32,96 ± 1,33 

180 65,71 ± 8,58 33,44 ± 4,39 97,69 ± 0,06 32,67 ± 4,26 

240 67,97 ± 0,85 34,59 ± 0,47 97,68 ± 0,10 33,79 ± 0,42 

300 73,81 ± 1,03 37,48 ± 0,57 97,91 ± 0,11 36,69 ± 0,51 

360 72,21 ± 2,99 36,71 ± 1,51 97,77 ± 0,03 35,90 ± 1,48 
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 Entretanto, o mesmo comportamento não foi observado para a lacase comercial. 

Comparando-se o pH ótimo da lacase bruta com o da lacase comercial, percebeu-se que a 

enzima do M. palmivorus é mais favorável para atuar em pHs mais próximos da neutralidade. 

Essa diferença observada nos pHs ótimos pode ser atribuída à estrutura dos sítios ativos de cada 

uma das enzimas. O pH ótimo das lacases depende de dois fatores: da diferença do potencial 

redox entre o substrato e o cobre do sítio T1 e da ligação de ânions hidróxido aos sítios T2/T3 

(FOKINA et al., 2015). Um estudo realizado por Xu (1997), demonstrou que essa diferença do 

potencial redox entre o substrato e o cobre poderia resultar em um aumento nas taxas de 

oxidação do substrato em pH mais alcalino, porém os ânions hidróxido causam a inibição da 

lacase, pelo bloqueio dos sítios T2/T3, causando um efeito oposto. Tendo isso em vista, pode-

se inferir que a lacase de T. versicolor é mais susceptível a pHs neutros e alcalinos devido à 

maior exposição dos seus sítios de cobre T2/T3 e, portanto, são inibidos mais facilmente do que 

os sítios da lacase de M. palmivorus.  

  

Figura 12 – pH ótimo das lacases (bruta e comercial) solúveis e imobilizadas. 

 

 O efeito da temperatura nas atividades de ambas as lacases imobilizadas e solúveis, na 

faixa entre 25–70 ºC, estão apresentadas na Figura 13. Para a lacase bruta, a temperatura ótima 

foi encontrada em torno de 40–50 ºC para sua forma solúvel e em torno de 25–35 ºC para a 

forma imobilizada. Em relação à lacase comercial, a temperatura ótima foi em torno de 30–40 
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ºC para a enzima solúvel, e de 25 ºC para a enzima imobilizada. Como pode ser observado, as 

temperaturas ótimas foram maiores para as formas solúveis do que para as enzimas 

imobilizadas. Em geral, as interações enzima-enzima e suporte-enzima aumentam com o 

aumento da temperatura (ZHENG et al., 2016), o que pode influenciar na temperatura ótima da 

enzima. Neste caso, o agente entrecruzante utilizado (glutaraldeído) é uma molécula muito 

reativa que pode, com o aumento da temperatura, interagir fortemente com as moléculas de 

enzima, levando à desnaturação. Kalkan e colaboradores (2011) imobilizaram uma lacase de T. 

versicolor em nanopartículas magnéticas recobertas com quitosana e avaliaram a temperatura 

ótima da enzima solúvel e imobilizada. A temperatura ótima foi de 40 ºC para as formas solúvel 

e imobilizadas (enzima adsorvida em quitosana e enzima ligada ao suporte ativado com cloreto 

cianúrico) e de 30 ºC para a enzima imobilizada no suporte ativado com carbodiimida. Essa 

alteração na temperatura ótima pode ser devido ao método de imobilização e interação entre a 

enzima e o suporte. Sendo assim, nem sempre a imobilização favorece a enzima em relação ao 

aumento da temperatura ótima ou de sua resistência em temperaturas mais elevadas. 

 Em relação às diferenças entre as duas lacases, ainda pode-se perceber que a lacase bruta 

de M. palmivorus apresentou uma temperatura ótima superior em comparação com a lacase 

comercial de T. versicolor e maior resistência a temperaturas mais elevadas. A 70 ºC, a lacase 

bruta (solúvel e imobilizada) ainda apresentou cerca de 50% de sua atividade inicial, enquanto 

que a lacase comercial (solúvel e imobilizada) foi completamente inativada.  
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Figura 13 – Temperatura ótima das lacases (bruta e comercial) solúveis e imobilizadas. 

 

 

5.6 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE TÉRMICA 

 

 A estabilidade de armazenamento a 4 ºC foi avaliada durante 42 dias, pela medida da 

atividade enzimática residual dos biocatalisadores, a cada 7 dias. No gráfico da Figura 14, pode-

se observar que a lacase comercial em ambas as formas (solúvel e imobilizada) reteve mais de 

70% de sua atividade inicial e que a imobilização não influenciou na estabilidade da enzima. 

No entanto, para a lacase bruta, as atividades residuais das enzimas solúvel e imobilizada 

diminuíram gradualmente ao longo do tempo. Este comportamento pode ser explicado pela 

influência de outras enzimas produzidas pelos fungos lignolíticos, que podem estar presentes 

no extrato bruto da lacase, como celulases, hemicelulases, proteases, ureases e fosfatases 

(VOBERKOVÁ et al., 2017). Dentre estas, as proteases catalisam reações de hidrólise de 

proteínas, ocasionando em perdas da enzima de interesse (ILLANES, 2008). A fim de confirmar 

a presença de proteases na lacase bruta, foi realizado um ensaio com azocaseína (CHARNEY; 

TOMARELLI, 1947), demonstrando a presença de 9,2 U/mL de protease.  

 Devido à ausência de proteases, a enzima purificada solúvel de M. palmivorus 

apresentou maior estabilidade de armazenamento (muito semelhante à lacase comercial) do que 

a enzima bruta de M. palmivorus, com era de se esperar. Entretanto, ao contrário do esperado, 
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a forma imobilizada da enzima purificada de M. palmivorus apresentou menor estabilidade de 

armazenamento do que sua forma solúvel (aproximadamente 20% e 80% de atividade residual 

após 35 dias de armazenamento, respectivamente), possivelmente devido ao efeito negativo 

provocado pelo suporte sobre a atividade enzimática. Segundo alguns estudos, as partículas de 

magnetita podem promover a perda de atividade de lacase, em função da complexação do ferro 

exposto na superfície da partícula com a enzima e/ou pela ocorrência de reações entre as 

cisteínas e os sítios de ferrihidrita, que podem estar presentes na superfície do suporte (NETTO 

et al., 2011; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013). Um estudo realizado por Cornell e Schneider 

(1989) demonstrou que as cisteínas reagem com a ferrihidrita, no sentido de convertê-la em 

goetita, sob condições fisiológicas. Essa possível inibição enzimática causada pelo suporte não 

havia sido percebida anteriormente, pois a perda de atividade pela ação das proteases era mais 

pronunciada. 

 

Figura 14 – Estabilidade de armazenamento das enzimas solúveis e imobilizadas 

 

 No gráfico da Figura 15 estão apresentadas as atividades residuais das lacases solúveis 

e imobilizadas após incubação das enzimas a 50 ºC durante 150 min. O valor de k e o tempo de 

meia-vida foram determinados para cada biocatalisador conforme as Equações (4) e (5), bem 

como o fator de estabilização (relação entre o tempo de meia-vida da enzima imobilizada e da 

enzima solúvel), conforme os dados apresentados na Tabela 10. 
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Figura 15 – Estabilidade térmica das lacases (bruta e purificada de M. palmivorus e comercial 

de T. versicolor) solúveis e imobilizadas. 

 

Tabela 10 – Valor de k, tempo de meia-vida e fator de estabilização para as lacases solúveis e 

imobilizadas. 

Enzima 
Valor de k (min-1) t1/2 (min) Fator de 

estabilização Solúvel  Imobilizada Solúvel Imobilizada 

Lacase bruta de M. 

palmivorus 
0,0114 0,0086 60,80 80,60 1,33 

Lacase purificada de 

M. palmivorus 
0,0040 0,0055 173,29 126,03 0,73 

Lacase comercial de T. 

versicolor 
0,0057 0,0031 121,60 223,60 1,84 

 

 De acordo com o gráfico da Figura 15, a lacase bruta e a lacase comercial imobilizadas 

foram mais estáveis, apresentando maior atividade residual em comparação com as suas formas 

solúveis. Além disso, comparando-se os valores de k e o tempo de meia-vida da lacase bruta 

solúvel e imobilizada, também é possível perceber e que a enzima imobilizada foi mais estável 

do que a sua forma solúvel, proporcionando um fator de estabilização de 1,33 (Tabela 10). 

Entretanto, foi observado um comportamento oposto para a lacase purificada de M. palmivorus, 

uma vez que a enzima purificada solúvel apresentou maior estabilidade térmica (t1/2 = 173,29 

min) em relação à forma imobilizada (t1/2 = 126,03 min). É provável que isto ocorra pelo mesmo 

efeito provocado pelo suporte na estabilidade de armazenamento, em função de interações entre 

o suporte e a enzima que são prejudiciais à atividade enzimática, como já discutido 
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anteriormente. Vale ressaltar que, apesar de a enzima bruta também sofrer este efeito negativo 

do suporte, a lacase bruta imobilizada ainda apresentou maior estabilidade térmica em relação 

a lacase bruta solúvel, uma vez que as proteases da solução de lacase bruta solúvel tornaram-se 

menos ativas após o processo de imobilização. 

 Já a lacase comercial imobilizada apresentou maior fator de estabilização (1,84) e 

atividade residual de 59,16% ± 7,86 após 150 min de incubação a 50°C, contra 46,00% ± 3,37 

de atividade relativa da lacase comercial solúvel (Figura 15). Este comportamento pode ser 

explicado uma vez que as estruturas 3D das moléculas de enzima são protegidas, após a 

imobilização, contra a desnaturação térmica devido à restrição da mobilidade conformacional. 

A enzima ligada a um suporte requer maior energia para quebrar essa conformação, 

aumentando, assim, a estabilidade térmica da lacase comercial imobilizada (SOJITRA; 

NADAR; RATHOD, 2017; WANG et al., 2008). Segundo Cao (2005), a estabilidade térmica 

é governada pelo número e pela natureza das ligações formadas entre a enzima e o suporte, pelo 

grau de confinamento da enzima no suporte, pelo microambiente criado ao redor da enzima e 

pelas condições da imobilização. Tendo em vista que o suporte não é poroso, esta seria uma 

causa para que o fator de estabilização não fosse tão elevado.  

  

5.7 ESTABILIDADE OPERACIONAL 

 

 A capacidade de reutilização dos biocatalisadores imobilizados foi avaliada pela reação 

de descoloração do alaranjado de metila, utilizando o ABTS como mediador para acelerar o 

processo. A fim de evitar a adsorção cumulativa do alaranjado de metila na quitosana, foram 

realizadas três lavagens entre cada ciclo de reutilização, em que o primeiro ciclo foi considerado 

como 100% de descoloração. A estabilidade operacional das lacases imobilizadas está 

apresentada no gráfico da Figura 16. Bateladas repetidas de descoloração, à temperatura 

ambiente, permitiram 30 ciclos de reuso, apresentando uma porcentagem de descoloração 

sempre acima de 60%. A lacase bruta imobilizada apresentou menor estabilidade quando 

comparada à comercial bruta imobilizada, provavelmente devido à presença de proteases. Em 

geral, a diminuição da descoloração relativa para ambos os biocatalisadores pode ser explicada 

pela dessorção da enzima do suporte (FORTES et al., 2017) e perda de partículas entre os ciclos 

de reutilização.  

 Kadam e colaboradores (2018) observaram que a lacase de T. versicolor, imobilizada 

em nanotubos com magnetita e quitosana, apresentou 33% da capacidade de descoloração do 

Direct Red 80 mediado por ABTS, após 11 ciclos de reutilização. Huang e colaboradores (2018) 
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imobilizaram ambos, a lacase e o mediador (ABTS), em um suporte à base de alginato para 

descoloração do verde malaquita e, após 8 ciclos de reuso, a descoloração se manteve em 79%. 

Comparando nosso resultado com esses estudos, pode-se concluir que as lacases imobilizadas 

apresentaram boa estabilidade operacional.    

 

Figura 16 – Bateladas repetidas de reuso para descoloração de uma solução de alaranjado de 

metila (50 mg/L), utilizando ABTS como mediador, pelas lacases bruta e comercial 

imobilizadas nas partículas magnéticas recobertas com quitosana, a temperatura ambiente. 

 

 Além da avaliação do reuso, os biocatalisadores imobilizados foram testados quanto ao 

potencial de descoloração de alguns corantes com diferentes estruturas químicas (alaranjado de 

metila, azul brilhante de remazol R, azul preto de naftol, azul de bromofenol, violeta cristal, 

verde naftol B, vermelho neutro e vermelho do Congo) sem a adição do ABTS como mediador. 

No entanto, após poucos minutos de contato entre o biocatalisador imobilizado e a solução de 

corante, percebeu-se a adsorção dos corantes sobre o suporte. À exceção do alaranjado de 

metila, do vermelho neutro e do violeta cristal, todos os outros corantes apresentaram adsorção 

total ao suporte. Vale ressaltar que a adsorção ocorreu apenas na partícula magnética recoberta 

com quitosana e ativada com glutaraldeído (independentemente de ter a enzima imobilizada ou 

não). O suporte sem a ativação com glutaraldeído não apresentou capacidade de adsorção dos 

corantes, evidenciando que são os grupos funcionais do glutaraldeído que interagem com as 
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moléculas dos corantes. O corante que apresentou menor capacidade de adsorção ao suporte foi 

o alaranjado de metila e, por isso, o teste de reuso foi realizado com este corante.   

 

5.8 CARACTERIZAÇÃO DO SUPORTE 

 

 As curvas de magnetização das partículas magnéticas (PM) e das partículas magnéticas 

recobertas com quitosana (PMQ) determinadas pela VSM estão apresentadas no gráfico da 

Figura 17. Pode-se observar que as PM apresentaram maior magnetização de saturação do que 

as PMQ, de 64,5 emu/g e 19,2 emu/g, respectivamente. Este comportamento sugere que a 

superfície das PM foi recoberta por uma camada não magnética com sucesso, causando um 

aumento de massa nas PM que contribuiu com a redução da magnetização de saturação. Outras 

pesquisas também relataram este comportamento (CUI et al., 2010; SAHIN; OZMEN, 2016; 

WANG et al., 2011). Além disso, os valores de coercividade e remanência foram baixos, de Hc 

= 26 Oe e Mr = 2,2 emu/g para as PM e de Hc = 23 Oe e Mr = 0,8 emu/g para as PMQ, 

respectivamente, evidenciando um comportamento que tende à dispersão das PM e das  PMQ 

quando na ausência de um campo magnético externo.  

 

Figura 17 – Curvas de histerese das partículas magnéticas e das partículas magnéticas 

recobertas com quitosana 
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 A área superficial específica das PM, das PMQ e das partículas magnéticas recobertas 

com quitosana e com a enzima imobilizada (PMQE) mensurada pelo método de BET foi de 

15,7 m2.g-1, 32,6 m2.g-1 e 25,8 m2.g-1, respectivamente. Esses resultados demonstraram que o 

revestimento com quitosana aumentou a área superficial das PM, possivelmente devido à sua 

porosidade, tornando o suporte mais favorável para a imobilização de enzimas, como reportado 

por outros pesquisadores (PATIL et al., 2018; ZHOU et al., 2014). Após a imobilização da 

enzima, a área superficial diminuiu, evidenciando que as enzimas ocuparam parte da superfície 

do suporte e, portanto, foram imobilizadas.  

 Através da visualização das partículas por MEV, conforme ilustrado na Figura 18, pode-

se perceber que as magnificações utilizadas foram muito baixas. Para melhor visualização das 

partículas, magnificações acima de 30000 x deveriam ser utilizadas. As partículas apresentaram 

tamanho em escala micrométrica, como também foi demonstrado pela análise de distribuição 

granulométrica das partículas. Para as PM foi observado um tamanho médio de 78,19 µm, sendo 

que 90% das partículas estão abaixo de 242,14 µm, 50% estão abaixo de 30,13 e 10% abaixo 

de 1,95 µm, conforme o histograma da Figura 19. Entretanto, para as PMQ o tamanho médio 

encontrado foi menor (15,22 µm), com 90% das partículas abaixo de 34,76 µm, 50% abaixo de 

12,30 µm e 10% abaixo de 0,22 µm, conforme o histograma da Figura 20. Tendo em vista que 

o recobrimento das partículas magnéticas pela quitosana deve aumentar o tamanho da partícula, 

pode-se inferir que possivelmente na medida do tamanho das PM ocorreu a aglomeração dessas 

partículas em função do magnetismo e, por isso, apresentaram um tamanho maior do que as 

PMQ. Também vale ressaltar que o método Fraunhofer considera as partículas esféricas, e pela 

MEV observou-se que as partículas são amorfas, portanto esta análise forneceu apenas um 

resultado aproximado do tamanho das partículas.  

 
a) b) 

c) d) 
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Figura 18 – Imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura das partículas 

magnéticas (PM) e das partículas magnéticas recobertas com quitosana e com a enzima 

imobilizada (PMQE) 

 

Legenda: a) PM com magnificação de 600 x, b) PM com magnificação de 2500 x, c) PMQE com magnificação de 

600 x e d) PMQE com magnificação de 2000 x. 

 

  

 

 

 

 

 

 

d) c) 

b) a) 
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Figura 19 – Distribuição granulométrica das partículas magnéticas 

 

Figura 20 – Distribuição granulométrica das partículas magnéticas recobertas com quitosana 
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 Os espectros de FTIR das PM, PMQ, PMQ ativadas com glutaraldeído e das PMQE 

estão apresentados na Figura 21. A larga banda que ocorre em torno de 3100 cm-1 pode ser 

atribuída às deformações da ligação O–H, associada principalmente a água, e, nos espectros b), 

c) e d), está sobreposta ao estiramento da ligação N–H do grupo amino da quitosana (KALKAN 

et al., 2011; MORHARDT et al., 2014). As bandas de 2800 cm-1 a 3000 cm-1 estão presentes 

devido ao estiramento das ligações C–H (SOLOMONS; FRYHLE, 2011). Em 1632 cm-1 a 

banda está associada à deformação angular das ligações O–H da água (LARSEN; 

WOUTERSEN, 2004). O pico em 1550 cm-1 no espectro b) (PMQ) é referente às vibrações de 

flexão da ligação N–H disponíveis na quitosana antes de ser ativada (SUN et al., 2017). Após 

a ativação, nos espectros da PMQ ativada com glutaraldeído (espectro c) e da PMQE (espectro 

d), o pico em 1632 cm-1 foi deslocado para 1643 cm-1, pois nessa região também ocorre o 

estiramento da ligação imina C=N (SUN et al., 2017), confirmando a ligação do glutaraldeído 

à quitosana. Observou-se a formação de um pico em 1569 cm-1 nestes dois últimos espectros, 

que pode ser atribuído ao íon carboxilato (COO-) (MORHARDT et al., 2014) presente na 

amostra, devido às lavagens com tampão acetato de sódio após a ativação com glutaraldeído e 

após a imobilização da enzima. Não houve diferença entre estes espectros, que seria em função 

da imobilização da enzima, pois a ligação do grupo amino da enzima à carbonila do 

glutaraldeído está representada no mesmo local da ligação do glutaraldeído com a quitosana.   

 Em 1710 cm-1 percebeu-se um fraco degrau no espectro da PMQ ativada com 

glutaraldeído (espectro c), que se torna mais fraco ainda quando a enzima é imobilizada 

(espectro d). Este pico está relacionado ao estiramento da carbonila do glutaraldeído que não 

reagiu (COLLINS; LASSALLE; FERREIRA, 2011). O pico a 1380 cm-1 dos espectros cuja 

amostra possui quitosana, é atribuído ao estiramento da ligação do álcool primário da quitosana 

(LIU et al., 2012), que foi deslocado para a esquerda no espectros c) e d) pela presença do íon 

carboxilato, no qual o pico é na região de 1413 cm-1 (MORHARDT et al., 2014). Na região de 

1074 cm-1 ocorrem as vibrações de estiramento da ligação C–O–C da quitosana (GREGORIO-

JAUREGUI et al., 2012; KALKAN et al., 2011). Por fim, as vibrações em 558 cm-1 são 

características da ligação Fe–O do núcleo magnético (SUN et al., 2017). 
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Figura 21 – Espectros de infravermelho das partículas magnéticas (PM), das partículas 

magnéticas com quitosana (PMQ), das partículas magnéticas com quitosana ativadas com 

glutaraldeído e das partículas magnéticas recobertas com quitosana e com a enzima 

imobilizada (PMQE) 

 

Legenda: a) PM, b) PMQ, c) PMQ ativada com glutaraldeído e d) PMQE 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Neste trabalho, a lacase de M. palmivorus e uma lacase comercial de T. versicolor foram 

imobilizadas em partículas magnéticas recobertas com quitosana. Comparando as duas lacases, 

observou-se que a lacase de M. palmivorus apresentou maior atividade específica (43x) em 

relação à enzima comercial. Além disso, a lacase bruta foi mais resistente a condições alcalinas 

e a temperaturas mais elevadas em comparação com a lacase comercial. A imobilização 

melhorou a estabilidade térmica da lacase bruta e da lacase comercial, porém a enzima 

comercial mostrou-se mais estável, enquanto que a atividade da lacase purificada foi 

prejudicada pelo efeito negativo do suporte. 

 A lacase bruta, em ambas as formas, não foi estável ao armazenamento, no entanto, a 

purificação da enzima proporcionou estabilidade semelhante à lacase comercial. A reação de 

descoloração do alaranjado de metila foi auxiliada com o uso de um mediador (ABTS), uma 

vez que o potencial redox da lacase de M. palmivorus não foi alto o suficiente para oxidar o 

corante.  

Este trabalho teve a importância de demonstrar a utilização de um suporte de fácil 

preparação e recuperação do meio reacional, confirmado pela magnetometria de amostra 

vibrante, e de baixo custo, podendo ser reutilizado até 30 vezes mantendo um mínimo de 60% 

de descoloração relativa e sem apresentar desgaste mecânico visível. A análise da área 

superficial específica do suporte demonstrou que a quitosana praticamente dobrou a área da 

partícula magnética para a imobilização da enzima, e os espectros de FTIR apresentaram 

características compatíveis com os dados relatados na literatura. 

SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Testar outros compostos passíveis de oxidação pela lacase de M. palmivorus, sem a 

necessidade da adição de mediadores; 

 Obter maior quantidade da enzima purificada para realizar análise de estabilidade 

térmica, pH e temperatura ótimos; 

 Utilizar outros suportes para a imobilização da lacase de M. palmivorus que não 

contenha Fe e forneça maior proteção para a enzima; 

 Avaliar a estabilidade de armazenamento com as enzimas liofilizadas. 
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