UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE MINAS,
METALURGICA E DE MATERIAIS

TAIS ROSSATO SILVEIRA

IMOBILIZACAO DE LACASE EM PARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS
COM QUITOSANA PARA APLICACAO NA DEGRADACAO DE CORANTES
TEXTEIS

Porto Alegre
2019



TAIS ROSSATO SILVEIRA
ENGENHEIRA DE BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

IMOBILIZACAO DE LACASE EM PARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS
COM QUITOSANA PARA APLICACAO NA DEGRADACAO DE CORANTES
TEXTEIS

Dissertacdo submetida ao Programa de Poés-
Graduacdo em  Engenharia de  Minas,
MetalGrgica e de Materiais da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia.

Area de Concentracdo: Ciéncia e Tecnologia dos
Materiais

Orientador: Prof. Dr. Alvaro Meneguzzi

Coorientadora: Profa. Dra. Manuela Poletto Klein

Porto Alegre
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Reitor: Rui Carlos Opperman

Vice-Reitora: Jane Fraga Tutikian

ESCOLA DE ENGENHARIA
Diretor: Luiz Carlos Pinto da Silva Filho

Vice-Diretora: Carla Schwengber ten Caten

PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO EM ENGENHARIA DE MINAS, METALURGICA
E DE MATERIAIS
Coordenador: Carlos Pérez Bergmann

Coordenador Substituto: Afonso Reguly



TAIS ROSSATO SILVEIRA

IMOBILIZACAO DE LACASE EM PARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS COM
QUITOSANA PARA APLICACAO NA DEGRADACAO DE CORANTES TEXTEIS

Esta Dissertacdo foi analisada e julgada adequada para a obtencdo do titulo de Mestre
em Engenharia na area de concentracdo em Ciéncia e Tecnologia dos Materiais e
aprovada em sua forma final pelo Orientador e pela Banca Examinadora do Programa
de Pds-Graduacdo em Engenharia de Minas, Metallrgica e de Materiais — PPGE3M —

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Orientador: Prof. Dr. Alvaro Meneguzzi
Coorientadora: Profa. Dra. Manuela Poletto Klein

Banca examinadora:

Profa. Dra. Claucia Fernanda Volken de Souza — UNIVATES

Profa. Dra. Eliana Weber de Menezes — UFRGS

Profa. Dra. Roberta da Silva Bussamara Rodrigues — UFRGS

Porto Alegre, 12 de Marco de 2019.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha coorientadora Prof?. Dr?. Manuela Poletto Klein por toda a dedicacéo,
incentivo, paciéncia e ajuda nos experimentos e na analise dos resultados durante estes dois

anos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Alvaro Meneguzzi pela confianca e oportunidade de

realizar este trabalho.

Ao Prof. Dr. Rafael Costa Rodrigues por me acolher em seu laboratorio e contribuir

com as minhas davidas.

Aos colegas do LACOR e do ICTA, especialmente ao Lucas Dal Magro pelos

ensinamentos no inicio e ao longo desta jornada.

Agradeco a minha familia, especialmente aos meus pais, Altemir e lomara, que sempre

me apoiaram, incentivaram e acreditaram em mim.
As minhas amigas de S&o Leopoldo, pelo companheirismo e momentos de divers3o.
Ao CNPq pelo apoio financeiro.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul por disponibilizar recursos e estrutura

para o desenvolvimento desse estudo.

Agradeco a todos que, de alguma forma, colaboraram para a realizacdo deste trabalho.

Obrigada por acreditar em mim e contribuir com o meu crescimento profissional e pessoal.



RESUMO

A capacidade de oxidacdo de uma grande variedade de substratos e a autonomia relativa das
lacases frente a outras enzimas tém atraido grande interesse no desenvolvimento de tecnologias
para aplicagdes na area industrial e ambiental como um catalisador verde. A baixa estabilidade
e 0 elevado custo de producdo sdo 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 degradacao de corantes sintéticos presentes em efluentes
téxteis. Foram utilizadas duas lacases para este estudo, uma de Marasmiellus palmivorus (bruta
e purificada) e outra de Trametes versicolor (comercial). As proteinas do extrato bruto
enzimatico produzido pelo fungo M. palmivorus foram concentradas e a lacase foi imobilizada
em particulas de magnetita sintetizadas pelo método de co-precipitagdo e recobertas com
quitosana por gelificacdo ionotropica. O suporte foi funcionalizado com glutaraldeido 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 proteina.g suporte seco e 90 mM de
glutaraldeido e foi de 139,84 U.g suporte seco™, com eficiéncia 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™® com 15 mg proteina.g suporte seco™ e o rendimento e eficiéncia foram de
98,02% e 27,15%, respectivamente. Para a lacase comercial imobilizada, a maior atividade foi
alcancada com 571 mg proteina.g suporte seco e foi de 74,92 U.g suporte seco, com
eficiéncia de 45,30% e rendimento de 97,58%. O pH 6timo da lacase bruta soltvel e imobilizada
foi em 5,5 e a temperatura 6tima variou entre 40-50 °C para a forma soluvel e entre 25-35 °C
para a forma imobilizada. J& para a enzima comercial, o pH 6timo foi em 4 e a temperatura
Otima variou de 30—40 °C para a enzima sollvel, e foi de 25 °C para a enzima imobilizada. A
imobilizagdo aumentou a estabilidade térmica de ambas as enzimas, entretanto as formas
solivel e imobilizada da lacase bruta perderam atividade quando armazenadas em tampé&o a
4°C. Por fim, a reacdo de descoloracdo do alaranjado de metila com o uso de 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazole-6-acido sulfonico) (ABTS) como mediador, possibilitou 30 ciclos de reuso

com percentual de descoloracdo acima de 60%.

Palavras-chave: Lacase. Imobilizagdo. Marasmiellus palmivorus. Particulas 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* and 90 mM glutaraldehyde and
was 139.84 U.g dry support™?, with 48.74% of efficiency and yield above 99%; while for the
immobilized purified laccase of M. palmivorus, 268.40 U.g dry support™ was obtained with 15
mg protein.g dry support™* 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™ and was 74.92 U.g dry support™?, 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 INTRODUCAO

Atualmente, hd uma grande crise na obtencéo de agua de qualidade e, de acordo com a
Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), a populacdo mundial continua em crescimento e
devera ultrapassar os nove bilhGes de habitantes até 2050. Com esta perspectiva, o problema da
agua deve se agravar nos proximos anos. Os principais fatores associados a ma qualidade da
agua sdo 0 manejo inadequado das aguas residuais, a precariedade da infraestrutura das estacoes
de tratamento de efluentes e as estratégias limitadas no descarte de poluentes (BARRIOS-
ESTRADA et al., 2018; UNITED NATIONS, 2017).

Apesar de ser indispensavel para o crescimento econdmico de uma regido, a industria é
um dos setores que provoca 0s maiores danos ambientais. Sabe-se que, anualmente, sdo
produzidos mais de 700 mil toneladas de corantes, e que durante 0 processamento téxtil,
principalmente nas etapas de lavagens, séo perdidos cerca de 10% a 15% dos corantes (BILAL
etal., 2017). Em funcdo da baixa eficiéncia de remocao desses poluentes (além de outros como
farmacos, agrotdxicos e aditivos quimicos industriais) pelo sistema convencional de tratamento
de efluentes, alguns métodos alternativos estdo sendo estudados e as tecnologias de
bioconversdo enzimética tém atraido interesse nessa area (YANG et al., 2013).

Os fungos lignoliticos sdo capazes de degradar a lignina e compostos xenobidticos com
estrutura semelhante a lignina devido a producdo de enzimas extracelulares como as lacases
(YANG et al., 2013). Algumas espécies de fungos, como Pleurotus ostreatus, Pichia sp.,
Penicillium sp. e Candida tropicalis, ja foram relatados como sendo capazes de descolorir
corantes do tipo azo por degradacdo e adsorcdo (SEN et al., 2016). Além disso, 0 uso de
moléculas mediadoras durante a oxidacdo enzimatica pela lacase pode proporcionar maiores
taxas de degradacdo. Tais moléculas sdo compostos de baixo peso molecular, facilmente
oxidados pela lacase, e que produzem radicais intermediarios (MOROZOVA et al., 2007).

Devido a sua baixa especificidade, as lacases sdo utilizadas para diferentes fins
biotecnologicos, como branqueamento e acabamento do jeans, deslignificacdo da polpa de
papel, realce da cor em chas, como oxidante em panificacdo, em biossensores, na industria de
cosmeticos, para sintese organica e biorremediagdo (OSMA; TOCA-HERRERA,
RODRIGUEZ-COUTO, 2010). No entanto, enzimas robustas, com boa estabilidade
operacional e, principalmente, insolUveis sdo desejaveis para aplicagdes industriais. Essas
caracteristicas podem ser obtidas pela técnica de imobilizacdo de enzimas, que também permite
0 uso continuo dos biocatalisadores em biorreatores (HOMAEI et al., 2013).
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A escolha do suporte para a imobilizagdo de uma enzima esta diretamente associada ao
processo no qual sera utilizada. Devem-se considerar diversos fatores como 0 meio em que a
enzima sera utilizada (aquoso ou com solventes), a velocidade de agitacdo, a configuracdo do
reator e o tipo de substrato/produto envolvido (CIPOLATTI et al., 2017). A imobilizacdo de
enzimas em suportes micro e nanométricos possui algumas vantagens frente ao uso de macro
suportes, entretanto ha uma maior dificuldade de recuperacdo desses biocatalisadores. Essa
limitacdo pode ser superada pelo uso de suportes magnéticos, uma vez que sao facilmente
recuperados do meio reacional pelo magnetismo e sao suscetiveis a modificaces na superficie
(KALKAN et al., 2011). A quitosana é considerada um excelente biopolimero para a
imobilizacdo de enzimas, e 0 seu uso como revestimento de particulas magnéticas aumenta a
protecao do suporte contra oxidacao, reduz a tendéncia de agregacdo causada pelo magnetismo,
aumenta a vida til e funcionaliza a superficie das particulas magnéticas pela presenca de
grupos amino e hidroxilas (LEE; REDDY:; LEE, 2013).

O custo da enzima ainda ¢ um fator limitante para ampla aplicacdo em processos
industriais de larga escala, principalmente para o tratamento de efluentes. Além da imobilizacdo
enzimatica, uma alternativa para tornar o processo viavel economicamente € o uso de extratos
enzimaticos brutos (J1 et al., 2017), ja que sdo os processos de downstream que contribuem para
0 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 particulas magnéticas recobertas com quitosana e aplicar

0 biocatalisador obtido na reacdo de degradacéo de corantes téxteis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar as particulas magnéticas recobertas com quitosana para utilizagdo como
suporte na imobilizacdo 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 parametros que influenciam no processo de imobilizacdo (carga de enzima,
concentracdo de agente entrecruzante e tempo de imobilizacao);

e) Caracterizar os biocatalisadores imobilizados em relacdo ao pH e temperatura 6timos,
estabilidade térmica e estabilidade ao armazenamento refrigerado;

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

descoloracdo de corantes téxteis.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LACASE

As lacases [benzenodiol: oxigénio oxidorredutases, EC 1.10.3.2] sdo enzimas
extracelulares que utilizam o oxigénio molecular para oxidar diversos compostos,
preferencialmente aromaticos. Pertencem a um grupo de enzimas denominadas azul-multicobre
oxidases e sdo caracterizadas pela presenca de metais. As lacases contém quatro atomos de
cobre por monémero que estdo distribuidos em trés sitios redox, denominados T1, T2 e T3
binuclear (RODRIGUEZ-COUTO, 2018; SALIS; MONDUZZI; SOLINAS, 2007).

A ilustracdo da Figura 1 representa a estrutura tridimensional de uma lacase de Coriolus
zonatus e o sitio ativo da enzima, com as distancias (em A) entre os 4tomos de cobre e os
ligantes. O cobre do sitio T1 € reduzido com a simultanea oxidagdo do substrato, enquanto que
nos sitios T2 e T3 o0 oxigénio é reduzido a agua. Desta forma, os elétrons do substrato séo
transferidos pelo cobre do sitio T1 até o centro trinuclear T2/T3. Apds a transferéncia de quatro
elétrons, o oxigénio molecular € reduzido a duas moléculas de agua, conforme mostrado na
figura 2 (OSMA; TOCA-HERRERA; RODRIGUEZ-COUTO, 2010).

Figura 1 — Sitio ativo de uma lacase

Fonte: Rivera-Hoyos et al. (2013)
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Figura 2 — Reacdo catalisada por lacases
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Fonte: Osma; Toca-Herrera e Rodriguez-Couto (2010)

As lacases podem ser encontradas em plantas, insetos, bactérias e, principalmente, em
fungos lignoliticos, também denominados de white-rot fungi. Além das lacases, os white-rot
fungi secretam lignina peroxidases e peroxidases dependentes de manganés, cujo papel na
natureza é auxiliar na degradacdo da lignina para liberar celulose e hemicelulose. A baixa
especificidade das lacases permite que atuem na degradacdo de compostos xenobidticos com
estrutura semelhante a lignina (polimero fendlico e heterogéneo constituido por unidades de
fenilpropano). Isto €, sdo capazes de degradar compostos contendo grupos aromaticos, como
por exemplo: o 2,2"-azino—bis(3—etilbenzotiazole-6-acido sulfénico) (ABTS), o guaiacol, a
siringaldazina e o 2,6-dimetoxifenol (DMP). Em geral, as lacases sdo proteinas com massa
molecular que varia entre 40-130 kDa com ponto isoelétrico préximo a 4,0. Geralmente séo
glicosiladas, entre 10-25 %, e podem ocorrer na forma de isoenzimas ou em monémeros que se
oligomerizam e formam complexos multiméricos (RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

Alguns reagentes e anions pequenos podem inibir as lacases. Haletos (com exce¢édo do
iodeto), azida, cianeto e hidroxidos podem se ligar ao cobre dos sitios T2 e T3 e interromper a
transferéncia interna de elétrons, provocando a inibicdo da enzima. Outras substancias como
alguns ions metalicos, &cidos graxos, reagentes de sulfidrila, hidroxiglicina, acido kdjico,
EDTA, I-cisteina, ditiotreitol, glutationa, tioureia e detergentes catidnicos de amonio
quaternério podem afetar a atividade da lacase por provocarem uma agdo quelante dos d&tomos
de cobre, por modifica¢bes nos residuos de aminoacidos ou por alteragdes 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, € uma preparacdo em p6
de coloragdo castanho claro, com atividade enzimatica > 0,5 U.mg™. Seu pH 6timo é em torno
de 4 e sua temperatura 6tima em 40 °C (AYDEMIR; GULER, 2015). Possui massa molecular
de 57 kDa e contém 4 atomos de cobre no sitio 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 producgéo de
lacase, sendo que todos destacam os elevados niveis de producédo da enzima. O fungo utilizado
neste estudo, cepa VE-111, foi isolado do Parque Estadual de Itapeva (Torres/RS) pelo grupo
de pesquisa do Laboratério 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 condicGes de reacdo quando o pH permanece entre 4,0 e 55 e
temperaturas entre 25-45 °C (CANTELE et al., 2017). Também foi observado, com o auxilio
de um zimograma, que o fungo produz duas isoformas da lacase (SCHNEIDER et al., 2018).

Em muitas aplicacGes biotecnoldgicas, a lacase sozinha ndo é suficiente para promover
a oxidacdo de moléculas complexas. Nestes casos, se faz necessario 0 uso de mediadores que
atuam como transportadores de elétrons e promovem o aumento das taxas de conversdo do
substrato. Mediadores sdo moléculas de baixo peso molecular, facilmente oxidadas no sitio T1
da enzima e produzem radicais catidnicos reativos instaveis, capazes de oxidar substancias mais
complexas. Os mediadores permitem a oxidacdo de compostos de alto peso molecular que ndo
sd0 acessiveis ao sitio ativo da enzima e de moléculas cuja estrutura ndo é passivel de oxidacéo
pela lacase, como por exemplo, compostos que ndo sdo fendlicos (CANAS; 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
acao da lacase aumentou significativamente. Na Figura 3 estdo representadas as reacdes de
oxidacdo do ABTS que ocorre em dois estagios. No primeiro, a formacao do radical ABTS™
ocorre de forma rapida, enquanto que a segunda reacdo € mais lenta, ja que forma o cation
bivalente ABTS?*. O mediador oxidado é reduzido & sua forma inicial pelo composto a ser
oxidado, e esta outra vez disponivel para um novo ciclo. Além do ABTS, outros mediadores da
lacase foram estudados, como o 1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-hidroxiftalimida (HPI), &cido
violarico (VA), N-hidroxiacetanilida (HAA) e o 2,2',6,6'-tetrametilpiperidina-1-oxil (TMPO)
(MOROZOVA et al., 2007).
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Figura 3 — Oxidacdo do ABTS pela lacase
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Fonte: Morozova et al. (2007)

Zeng, Qin e Xia (2017) investigaram a degradacao do herbicida isoproturon na oxidacao
de um sistema mediador utilizando uma lacase de T. versicolor. Foi avaliado o uso de diversos
mediadores (ABTS, HBT, VA, vanilina, siringaldeido e acetoseringona) na reacdo de
degradacéo e o estudo demonstrou que os sistemas mediadores da lacase podem efetivamente
aumentar as taxas de degradacédo do herbicida. Utilizando somente a lacase, menos de 10% de
degradacdo foi alcangado, apos 24h de reacdo, com diferentes concentracbes de enzima,
enquanto que com a adicdo de 1 mM de HBT, o isoproturon foi completamente degradado. As
reacbes com ABTS e VA também apresentaram resultados semelhantes, entretanto os
medidores naturais (vanilina, siringaldeido e acetoseringona) ndo foram efetivos, a excecdo da

acetoseringona, que promoveu cerca de 50% de degradacdo em uma concentragao de 2 mM.

3.2 APLICACOES DAS LACASES

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

de 4gua como unico subproduto, utilizando apenas o oxigénio molecular, sem necessidade da
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adicéo de cofatores para catalisar reagdes de oxidagédo sdo 0s principais motivos que contribuem
para o estudo e vasta aplicagéo das lacases. Lacases de origem bacteriana geralmente possuem
baixos niveis de expressdo e eficiéncia catalitica, fatores que limitam o uso em aplicagdes
industriais. Além disso, lacases de plantas sdo pouco estudadas devido a dificuldade de extracéo
e purificacdo dessas enzimas. No entanto, a lacase de Rhus vernicifera tem sido amplamente
estudada, j& que foi a primeira lacase e uma das primeiras enzimas descritas na literatura, em
1883. Em geral, as lacases fangicas sao aplicadas em diversas areas, pois apresentam alguns
aspectos gque contribuem para isso, como a possibilidade de cultivo em meios modificados com
indutores, 0 uso de substratos de baixo custo, como residuos da agricultura e da fermentagéo
em estado s6lido, além da descoberta frequente de novas cepas de fungos produtores de lacase
e da facilidade de recuperacao dessas enzimas (VISWANATH et al., 2014).

Nas biorrefinarias, as lacases tém grande potencial para auxiliar na conversdao da
biomassa lignocelulésica, j& que desempenham um importante papel na degradacao da lignina,
por despolimerizacdo oxidativa durante o pré-tratamento da biomassa. J& na industria de
alimentos e bebidas, as lacases podem ser utilizadas para eliminacdo de compostos fenolicos
indesejaveis. Em bebidas, as lacases auxiliam no aumento da estabilidade e do tempo de
estocagem de sucos de frutas, vinhos e cervejas, devido a remocdo de compostos fenolicos
polimerizaveis. Em panificacdo, atuam como melhoradores de textura, volume, frescura e sabor
do pao, devido ao reforco nas estruturas do gluten (NUNES; KUNAMNENI, 2018).

O uso de lacases em biossensores é bastante conveniente, uma vez que catalisam reacfes
de transferéncia de elétrons. Compostos fenolicos, oxigénio, azida, catecolaminas, flavonoides,
drogas e farmacos sdo algumas das substancias que podem ser detectadas pelo uso de
biossensores contendo lacases imobilizadas. Lacases também tém apresentado potencial
catalitico na sintese de compostos bioativos — substancias com beneficios nutricionais que sdo
encontradas principalmente como metabdlitos secundarios em plantas, bactérias e fungos — e
na sintese quimica de antioxidantes, alcaloides e antibidticos. Alguns exemplos desses
compostos sdo: a oxidagdo da rutina para a sintese de polimeros de rutina, cuja capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria e antienvelhecimento é maior em compara¢édo com 0 monémero
de rutina; a producdo de compostos bioativos pela oxidacdo de fenilpropanoides originando
pinoresinol e desidrodiisoeugenol; e a sintese de derivados do acido feralico, como o dimero f3-
5, cujas propriedades sdo melhoradas. No geral, a sintese ocorre pela oxidacao de alguns grupos
funcionais (fenois, aminofendis, poliaminas, anilina, aminas aromaticas e benzenotidis) que
conduzem a formacdo de radicais organicos como produtos primarios, que, por sua vez, sofrem

reacOes de acoplamento com outras espécies (substratos ou nao da lacase), produzindo dimeros,
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oligbmeros, polimeros ou produtos de acoplamento cruzado (KUDANGA; NEMADZIVA; LE
ROES-HILL, 2017; NUNES; KUNAMNENI, 2018).

Na industria de papel e celulose, a aplicacdo de preparados enzimaticos a base de lacases
pode ser uma alternativa ao uso de agentes quimicos em, pelo menos, duas etapas do
processamento, sob condi¢des moderadas de pH, temperatura e presséo, o que leva a um menor
gasto energético. O processo de biopolpacdo — pré-tratamento bioldgico da biomassa
lignoceluldsica para promover a deslignificacdo — é realizado pela producéo in situ de uma
mistura de exoenzimas em um processo de fermentacao em estado sélido. Lacases e peroxidases
sdo as principais enzimas que atuam na despolimerizacdo da lignina, no entanto, o fungo
selecionado para este processo deve apresentar alta atividade lignolitica e baixa atividade
celulolitica, a fim de preservar a fracdo celuldsica. Desta forma, a qualidade das fibras do papel
é melhorada, pois 0 processo € menos agressivo, 0 gasto enérgico € menor e a recuperacao de
celulose é maior. Outra etapa do processamento que pode ser substituida pela oxidacao
enzimética € o branqueamento da polpa. Usualmente, o didxido de cloro é utilizado como
agente branqueador, o qual oxida a lignina residual que confere a cor marrom a polpa, porém,
o cloro adicionado a biomassa organica pode gerar organoclorados nocivos a saude. As lacases
podem ser utilizadas neste processo, entretanto, a aplicacdo direta de um preparado enzimatico
nesta etapa, em escala industrial, ainda apresenta um custo muito elevado (GUIMARAES et
al., 2017).

3.2.1 Biorremediagao

Um grande numero de substancias tdxicas, carcinogénicas e recalcitrantes sdo lancadas
diariamente nas aguas residuais, tais como bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos,
corantes, pesticidas, herbicidas, metais toxicos, compostos nitrogenados, halogenados,
disruptores enddcrinos, farmacos, entre outros. Dentre os métodos de tratamento de efluentes,
0 conceito de biorremediacdo refere-se aos processos bioldgicos que visam transformar,
degradar ou remover poluentes de ambientes contaminados. Embora efetivos, o uso de plantas
e microrganismos sao processos lentos de biorremediacdo. No entanto, a adicdo direta de
enzimas concentradas é uma forma de aumentar as taxas de degradacdo, pois ndo depende do
tempo de adaptacéo e crescimento do microrganismo (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).

Na area da biorremediag&o, existem estudos envolvendo o uso de lacases de diferentes
microrganismos na degradacdo de diferentes substancias, alguns deles estdo resumidos na

Tabela 1. Apesar de apresentarem elevada eficiéncia na degradacdo de poluentes, a adicdo de
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enzimas purificadas € economicamente inviavel devido ao elevado custo de producdo e
purificacdo dessas enzimas. Tendo isso em vista, alternativas para o uso desta enzima incluem
sua imobilizacdo, para possibilitar o reuso, 0 uso de residuos como substrato para a producao
da enzima e a utilizacdo da enzima bruta ao invés da enzima purificada (FERNANDEZ-
FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013).

Tabela 1 — Algumas aplicacGes de diferentes lacases

Fonte da lacase Aplicagéo Mediador Ef'C'enC'? de Referéncia
remocao
0,
100% dp verde de (BAGEWADI:
. « malaquita, 90% de :
Trichoderma  Descoloragédo . MULLA,;
: HBT azul de metileno e
harzianum de corantes NINNEKAR,
60% de vermelho
2016)
do congo
Compostos 0
Echinodontium Degradacéo de naturais 1(_)0.@ _de (SHI et al.,
.. o . antibioticos
taxodii antibioticos derivados da ) 2014)
liani sulfonamidas
ignina
Pleurotus Remocdo de Auséneia de 90% de bisfenol A
bisfenol A e . e 10% de (Jletal., 2017)
ostreatus . mediador .
carbamazepina carbamazepina
Cerrena Degradacdo de  Auséncia de 80% (YANG et al.,
unicolor tetraciclina mediador 2016)
Trametes Degradacdo de  Auséncia de 100% (LONAPPAN et
versicolor diclofenaco mediador al., 2018)
. Descoloracéo Auséncia de (VANTAMURE;
Marasmius sp. . 72% — 76% KALIWAL,
de corantes mediador
2016)
Trametes Degradacéo de 0 (ALVER,;
versicolor fenois ABTS 96% METIN, 2017)

Fonte: elaborado pela autora.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, cerca de 17% a 20% da poluicéo
industrial dos recursos hidricos provém do tratamento e do tingimento de téxteis. A industria
téxtil € uma das principais poluidoras, pois gera enormes volumes de efluentes com uma
elevada quantidade de quimicos e presenca de cor. Os corantes, em minimas quantidades,
podem afetar a transparéncia dos corpos d’agua, que interfere na absorcao e reflexao da luz

solar na superficie da agua, prejudicando a fotossintese das algas e plantas aquaticas. Alem
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disso, a maioria dos corantes utilizados séo projetados para serem resistentes a exposi¢édo a luz,
agua e substancias quimicas (SENTHIVELAN; KANAGARAJ; PANDA, 2016).

Os corantes industriais podem ser classificados como azo corantes, antraquinonas,
heterociclicos, trifenilmetano e ftalocianinos, sendo que mais de 70% dos corantes utilizados
pela industria téxtil sdo do tipo azo. Estima-se que de 10% a 15% dos corantes empregados no
processamento ndo se liguem as fibras téxteis e, portanto, sdo descartados nos efluentes. Muitos
deles séo recalcitrantes no ambiente e podem causar serios problemas no ecossistema aquatico
e na saude dos organismos Vivos, ja que apresentam potencial toxico e/ou mutagénico. A
estrutura quimica dos azos corantes é caracterizada pela presenca do grupo cromdforo azo
(—N=N-) que promove estabilidade, alta intensidade de cor e brilho e o processo de sintese é
simples (reacBes de acoplamento azo entre sais de diazonio e nucledfilos). Um exemplo de
corante pertencente a este grupo € o alaranjado de metila, cuja estrutura quimica esta
representada na Figura 4 (SENTHIVELAN; KANAGARAJ; PANDA, 2016; SINGH; SINGH,;
SINGH, 2015).

Figura 4 — Estrutura quimica do alaranjado de metila
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Os processos convencionais para o tratamento de efluentes com cor sdo, em geral,
baseados em métodos fisico-quimicos como adsorcdo, coagulacdo e floculagdo. A adsorcédo
apresenta boa eficiéncia de descoloragéo, no entanto, o alto custo e a dificuldade de regeneragéo
dos adsorventes sdo limitacOes desta técnica. Ja a coagulagdo/floculacdo € uma metodologia
pouco eficiente e consome muitos agentes quimicos, além disso, ambos 0s processos produzem
grandes quantidades de lodo, o qual requer um descarte seguro apds o tratamento. As técnicas
de filtracdo por membranas também produzem residuos secundarios que necessitam de
tratamento adicional. As tecnologias de oxidacdo que compreendem a oxidagdo quimica
(métodos que utilizam agentes oxidantes como o 0z6nio, o per6xido de hidrogénio, entre
outros) e 0s processos oxidativos avancgados (técnicas que visam a producdo de radicais

hidroxila) apresentam grande potencial para aplicacdo na degradacdo de corantes, pois sdo



22

bastante eficientes, entretanto, em muitos casos, exigem elevada demanda de energia e a adi¢éo
de reagentes quimicos. Tendo em vista este cenario, metodos de tratamento que apresentam
melhor relacdo custo-beneficio e a producdo de menores quantidades de lodo estdo sendo
estudados (HOLKAR et al., 2016; SINGH; SINGH; SINGH, 2015).

Os processos bioldgicos englobam o uso de organismos (fungos, bactérias e algas) e/ou
suas enzimas para a biorremediagéo e degradacgéo de poluentes. Sao caracterizados por serem
ecologicos, apresentarem baixa producédo de lodo e baixo consumo de agua. A eficiéncia desses
sistemas € influenciada por varios fatores, como: a carga organica, a concentracao de oxigénio
dissolvido, a temperatura, o pH, a adaptabilidade dos organismos e a atividade das enzimas no
meio reacional (HOLKAR et al., 2016). O tratamento enzimético é uma das tecnologias verdes
promissoras para a degradacdo de poluentes ambientais. Dentro deste contexto, as lacases tém
sido estudadas devido as caracteristicas que conferem, como a baixa especificidade e
consequente ampla gama de substratos e a capacidade de utilizar apenas o oxigénio como co-
substrato (RODRIGUEZ-DELGADO; ORNELAS-SOTO, 2017). Um exemplo do uso das
lacases na biorremediacdo € o trabalho realizado por Zhuo e colaboradores (2017), no qual uma
lacase de Pleurotus ostreatus foi avaliada quanto ao potencial de descoloracdo 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 reacdo e sem a adi¢ao

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

3.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As diversas reacdes bioguimicas que constituem o metabolismo celular séo catalisadas
por enzimas especificas. Quando isoladas do seu ambiente natural, as enzimas sdo altamente
sensiveis a condigdes de desnaturacdo, como extremos de pH e temperatura e a presenca de
inibidores. Além disso, sdo moléculas de alta complexidade estrutural e de elevado custo de
producdo, o qual esta associado principalmente as etapas de extracdo e purificagdo dessas
proteinas. A maioria das enzimas atua dissolvida em meio aquoso, sob um sistema de catalise
homogénea, o que dificulta a separacdo do meio reacional e a reutilizacdo da enzima (HOMAEI
et al., 2013; ILLANES, 2008).

Um dos métodos propostos mais bem-sucedidos para superar essas limitacbes é a
técnica de imobilizacdo de enzimas (HOMAEI et al., 2013; LI1U; CHEN; SHI, 2018; MA et al.,
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2014; SHELDON, 2007). A primeira observacéo cientifica de uma enzima imobilizada foi a
adsorcdo de uma invertase em carvéo e hidroxido de aluminio, 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 nimero de publicacbes. O primeiro uso
industrial de enzimas imobilizadas foi reportado por Chibata e colaboradores (1976), que
realizaram a imobilizagdo de aminoacilase de Aspergillus oryzae para a producdo de L-
aminoacidos. Foi nesta época que foram desenvolvidas as bases das atuais tecnologias de
imobilizacdo; no mesmo periodo, o glutaraldeido comecou a ser utilizado na imobilizacdo de
enzimas. Hoje, o desafio é desenvolver técnicas de imobilizacdo que fornecam capacidade
catalitica semelhante a de uma enzima sollvel, com maior estabilidade e énfase para o
desenvolvimento sustentavel (GUISAN, 2006; SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019).

Uma das principais vantagens do uso de enzimas imobilizadas é a possibilidade de
recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador. A imobilizacdo também permite a utilizacdo em
operacOes continuas e a separacdo da enzima ao final do processo, diminuindo ou eliminando
a contaminacdo do produto por proteinas. Além disso, a imobilizacdo tende a aumentar a
estabilidade da enzima, seja no armazenamento ou operacional, protege contra desnaturacéo,
tornando o biocatalisador mais resistente a mudancas do meio e, portanto, mais robusto. A
melhoria no desempenho enzimatico e a reutilizacdo do biocatalisador durante maltiplos ciclos
reflete na produtividade — kg de produto por kg de enzima — que determina os custos da enzima
em relacdo ao produto (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Embora a imobiliza¢do de enzimas apresente uma série de vantagens, alguns aspectos
negativos também sdo observados, tais como: a perda de atividade enzimatica ap6s a
imobilizacdo, alteracdes desfavoraveis nas propriedades cinéticas, o custo dos suportes e do
processo de imobilizacdo, limitagdes na transferéncia de massa e a possibilidade da ocorréncia
de fouling, ou seja, o acimulo de material indesejado na superficie do suporte (DICOSIMO et
al., 2013).

A fim de superar essas limitacdes, as pesquisas tém sido desenvolvidas com base no
estudo dos principais elementos que compdem uma enzima imobilizada, que sdo: a enzima, 0

suporte e 0 modo de fixacdo da enzima ao suporte (GUISAN, 2006).

3.3.1 Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

Existe um elevado numero de publicacGes e patentes descrevendo diferentes métodos

de imobilizacao de enzimas e alguns desses produtos foram comercializados com sucesso. Uma
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das aplicacGes industriais estabelecidas em larga escala para enzimas imobilizadas mais bem-
sucedida foi a imobilizacdo de glicose isomerase para a producéo 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 inorganico entrecruzadas com
glutaraldeido. Outras enzimas também sdo 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 imobilizacdo de enzimas
podem ser classificados em trés categorias: ligagdo a um suporte, aprisionamento e
entrecruzamento.

A ligacdo da enzima a um suporte pode ocorrer por ligaces covalentes, idnicas ou de
natureza fisica, tais como interac@es hidrofdbicas, van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Em
geral, a adsorcdo fisica da enzima ao suporte é muito fraca e, por isso, é possivel que ocorra a
dessorcdo da enzima, principalmente sob condigfes de alta forca idnica (SHELDON; VAN
PELT, 2013). Entretanto, é uma técnica de imobilizacdo simples, na qual a enzima, sob
condicbes adequadas, interage com o suporte. E fundamental a presenca de grupos funcionais
na superficie do suporte que tenham afinidade com a estrutura da enzima. Esse método é
reversivel e também pode ser utilizado para purificacdo de proteinas. A fim de estabilizar a
enzima contra a lixiviacdo, o biocatalisador imobilizado pode sofrer a deposic¢éo de uma camada
de silica, que protege a enzima sem provocar efeitos difusionais negativos. Um exemplo € o
Novozym® 435, um produto que possui lipase imobilizada por interacdes hidrofébicas em uma
resina acrilica, revestido por um polimero de silicio e que possui alta atividade enzimatica retida
(SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019).

As ligacdes ibnicas e covalentes geralmente sdo mais fortes e conferem maior
estabilidade a enzima. Por ser um processo de imobilizacdo irreversivel, a ligacdo covalente
previne a perda de enzima durante a reacdo, contudo, o suporte (muitas vezes de alto custo) é
descartado com a enzima apos a inativagdo enziméatica (SHELDON; VAN PELT, 2013). Para
que ocorra a formacéo da ligagéo covalente, o suporte deve ter um grupo funcional reativo, ou
deve ser ativado, a fim de reagir com os nucledfilos da enzima. Uma limitacdo desta técnica é
que para recuperar boa parte da atividade enzimatica do biocatalisador, os aminoacidos que
mantém a atividade ndo podem estar envolvidos na ligacdo covalente ao suporte. As reacoes
mais utilizadas envolvem as seguintes cadeias laterais dos residuos de aminodacidos: lisina
(grupo amino), cisteina (grupo tiol) e &cidos aspartico e glutdmico (grupo carboxilico)
(GUISAN, 2006; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013).
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Um meétodo bastante comum é a utilizagdo dos grupos amino dos residuos de lisina,
naturalmente presentes na estrutura da enzima, que reagem com suportes que contém ésteres,
aldeidos e epoxidos. Em suportes aminados, um agente de entrecruzamento, como 0
glutaraldeido, € muito utilizado; como mostrado na figura 5, 0s grupos amino do suporte sdo
ativados com uma molécula bifuncional, apds, ocorre um ataque nucleofilico do grupo amino
ao aldeido e a formacdo de ligacGes imina (bases de Schiff). Suportes com ésteres de N-
hidroxisuccinimida podem reagir com aminas para formar ligacbes amidas, no entanto, em meio
aquoso, a ligacdo da enzima compete com a hidrdlise do éster, prejudicando o RI. Ja 0s grupos
aldeidos formam uma ligacdo amina secundaria quando sdo reduzidos pela acdo de agentes
quimicos, como o cianoborohidreto de sédio. Os epdxidos reagem com aminas, hidroxilas e
tidis, fornecendo enzimas imobilizadas com alta estabilidade, pois podem ser fixadas por
ligacGes multipontuais; entretanto, o processo de imobilizacéo € lento e sdo necessarios suportes
com elevado grau de grupos epdxi para um bom rendimento (HOMAEI et al., 2013; NETTO;
TOMA; ANDRADE, 2013).

Figura 5 — Ativacdo e imobilizacdo de enzimas em suportes aminados
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Fonte: Cantone et al. (2013)

Residuos de cisteinas possuem o grupo tiol e também sdo empregados na imobilizacéo
de enzimas. A nucleoficidade dos grupos tidis permite a reacdo com carbonilas insaturadas,
como as maleimidas, em pH fisioldgico, e formam ligagdes do tipo tioéter estaveis. Em geral,
as proteinas tém poucos residuos de cisteinas expostos a superficie, porém, com ferramentas da
engenharia de proteinas, pode-se inserir residuos de cisteinas na superficie da proteina,
possibilitando uma imobilizacdo dirigida da enzima (HOMAEI et al., 2013).

Outro método de imobilizagdo de enzimas é o aprisionamento por inclusdo da enzima
em uma matriz, usualmente um polimero orgéanico ou inorganico, como a poliacrilamida e a
silica sol-gel, ou uma membrana, como uma microcdpsula ou uma fibra oca. A fim de evitar a
perda de enzima, pode-se promover ligacOes adicionais. A diferenca entre os métodos em que
ocorrem ligacOes € que, na inclusdo, a enzima € aprisionada ao suporte durante o processo de
fabricacdo do mesmo, enquanto que na ligacdo ao suporte, a enzima é ligada a um suporte pré-
fabricado, independentemente da localiza¢do da enzima, podendo estar na superficie externa ou
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interna (poros) do material (SHELDON; VAN PELT, 2013). De acordo com Liu e
colaboradores (2018), a principal restricdo desta técnica é a elevada barreira de difusdo, que
impede 0 acesso de substratos macromoleculares a enzima.

Além da inclusdo em redes poliméricas e da microencapsulacdo, outra técnica de
aprisionamento de enzimas é em estruturas metal-organicas (MOFs — metal-organic
frameworks). Esses materiais sdo porosos e cristalinos, compostos por nicleos inorganicos e
ligantes organicos, que se agrupam em redes multidimensionais por ligac6es de coordenacéo.
Apresentam elevada area superficial, resisténcia quimica, mecéanica e térmica, além de uma
variedade de topografias, tamanhos e estrutura de poros, que dependem da escolha dos materiais
para a sintese dos MOFs. Oferecem também locais para a ligacdo de enzimas por ligacoes
coordenadas, covalentes, de hidrogénio e interacdes de van der Waals (DROUT; ROBISON;
FARHA, 2018).

A técnica de entrecruzamento é notavel devido a auséncia de um suporte, o qual
representa uma grande porgdo nédo catalitica do biocatalisador. A dificuldade de acesso do
substrato a enzima, nos métodos de imobilizacdo com suportes, esta associada principalmente
a formacdo de multicamadas na superficie do material e a profundidade dos poros do material
onde pode estar localizada a enzima. O interesse pelos agregados de enzimas entrecruzados
(CLEAS) € devido as vantagens que oferecem, como alta atividade enzimatica, estabilizacdo
das enzimas e baixo custo de producéo — pela inexisténcia de um suporte (SHELDON; VAN
PELT, 2013). O método de preparacdo dos CLEAs é simples e econbmico; a enzima €
precipitada e um agente de entrecruzamento é adicionado, geralmente o glutaraldeido. O
objetivo deste processo € a formacdo de biocatalisadores insollveis com elevada atividade
catalitica. A formacdo dos CLEASs ainda pode combinar ambas as etapas de purificacdo e
imobilizacdo em uma Unica operacdo. Apesar de diversas vantagens, este método requer a
adicdo de agentes de entrecruzamento e a estrutura da enzima fica mais susceptivel a
desnaturacdo (VOBERKOVA et al., 2018). Além disso, apresentam baixa resisténcia mecanica
e sao de dificil recuperacdo (CANTONE et al., 2013).

Muitos métodos de imobilizacdo para a lacase tém sido propostos. Como exemplo de
aprisionamento da enzima em uma matriz polimerica, pode-se citar a imobilizac&o de lacase de
Coriolopsis gallica em esferas de alginato de calcio. Neste estudo, a enzima imobilizada
apresentou maior estabilidade ao pH e a temperatura do que a sua forma soluvel, além de 70%
de atividade retida ap6s 4 ciclos de descoloracio (DAASSI et al., 2014). Outra forma de
imobilizacdo da lacase bastante utilizada é por ligacdo covalente. Misra e colaboradores (2014),

imobilizaram uma lacase de Trametes versicolor em esferas de polietersulfona funcionalizadas
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com grupos epoxi. A lacase foi imobilizada via ligacdo covalente pela rea¢do dos grupos amina
da enzima com os grupos epoxi do suporte e resultou em 88% de degradacdo do corante, em
um periodo de 15 dias. CLEAs de lacases de Fomes fomentarius e Trametes versicolor foram
preparados utilizando sulfato de aménio como agente precipitante e glutaraldeido como agente
entrecruzante. Os CLEAs apresentaram maior estabilidade (térmica, pH e estocagem) do que a
enzima soluvel e possibilitaram a reutilizacdo em 6 bateladas de oxida¢do do ABTS, mantendo
50% da atividade inicial (VRSANSKA et al., 2017).

3.3.2 Tipos de Suportes para Imobilizacdo de Enzimas

As propriedades das enzimas imobilizadas dependem tanto da enzima, quanto do
suporte selecionado para imobilizagdo (SHELDON, 2007). Existe uma variedade de matrizes
disponiveis para a imobilizacdo de enzimas e as propriedades do biocatalisador podem ser
afetadas principalmente pela natureza fisica do suporte (tamanho de poro, grau de porosidade,
forma e tamanho do suporte) e pela natureza quimica do suporte (tipo de ligacdo ao suporte)
(CAOQ, 2005). De acordo com Zdarta e colaboradores (2018), os suportes para imobilizacéo de
enzimas podem ser classificados em: materiais organicos (sintéticos ou naturais), inorganicos
e compadsitos.

Os materiais organicos caracterizam-se pela presenca de numerosos grupos reativos,
alta afinidade por peptideos e biocompatibilidade (ZDARTA et al., 2018). Os polimeros
sintéticos mais utilizados para a imobilizagdo de enzimas sdo as resinas acrilicas, tais como a
Amberlite XAD-7 (imobilizagdo por adsorcdo) e a Eupergit C (imobilizagdo via ligagédo
covalente), ambas as resinas macroporosas. A Eupergit C é formada pela copolimerizacdo de
N,N-metileno-bi-(metacrilamida), metacrilato glicidil, éter alilglicidilico e metacrilamida e tem
sido utilizada com éxito em processos industriais, pois possui caracteristicas desejaveis, como
tamanho médio de 170 um, didmetro de poro de 25 nm, altamente hidrofilica e elevada
estabilidade quimica e mecanica (SHELDON; VAN PELT, 2013). Outros suportes poliméricos
sintéticos utilizados para imobilizagdo de enzimas séo 0s materiais a base de poli (vinil &lcool)
(PVA). Séo ricos em grupos hidroxila, hidrofilicos, podem ser facilmente modificados e
possibilitam diversas configuracdes (em fibras, esferas ou microesferas) (ZDARTA et al.,
2018).

Os polimeros organicos naturais, ou biopolimeros, tém sido amplamente utilizados
como suportes para imobilizacdo de enzimas. Alguns deles sdo: celulose, amido, agarose,

carragenanos, colageno, agar, alginato e quitosana. Mesmo em baixas concentracfes, sdo
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capazes de formar géis inertes, insollveis em agua, com boa resisténcia e estrutura facilmente
ativada. Além disso, 0 uso de agentes bifuncionais promove a formacéo de ligacdes cruzadas
que fortalecem a estrutura e aumentam a resisténcia mecanica e térmica (HOMAEI et al., 2013).

A quitosana é um copolimero linear composto por D-glicosamina e N-acetil-D-
glicosamina com ligagdes B-(1—4), obtido pela desacetilagéo da quitina. Depois da celulose, a
quitina € o polissacarideo mais abundante na natureza e € extraida do exoesqueleto de
invertebrados, principalmente de crustaceos como camardes e caranguejos, cujo exoesqueleto
é um residuo da industria pesqueira. Devido a presenca de unidades de repeticéo, a estrutura da
quitosana pode ser considerada cristalina. A quitosana ndo € solivel em agua e nem em
solventes organicos, no entanto, em meio acido, 0s grupamentos amina sdo protonados, dessa
forma ocorre uma repulséo entre os grupos NHs", desestruturando as interagdes intercadeia, e
promovendo a solubilizacdo do polissacarideo (BARBOSA et al., 2017). O pKa da quitosana
depende principalmente do grau de desacetilagéo 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 polication, sendo que abaixo de pH 4, esta completamente protonada.

O uso da quitosana tem sido descrito em diversas areas da ciéncia devido as suas
caracteristicas. A presenca de um grupamento amino (-NH.) e duas hidroxilas (-OH) em cada
residuo da estrutura da quitosana, confere Gtimas propriedades quimicas e biologicas. Além da
biocompatibilidade e da notavel afinidade com proteinas, a quitosana também é biodegradavel,
hidrofilica, ndo-toxica, apresenta atividade antimicrobiana e capacidade de adsorcdo de metais
pesados (SHUKLA et al., 2013).

Os suporte inorganicos, tais como silica, titania, alumina, zircénia, 6xido de zinco,
magnetita, zedlitas, caulinita, hidroxiapatita, carbonos ativados, nanotubos de carbono, vidro
poroso e metais nobres, em geral, sdo caracterizados por apresentarem excepcional estabilidade
térmica e ao pH, resisténcia mecanica, elevada area superficial especifica e possibilidade de
funcionalizagdo da superficie (ZDARTA et al., 2018). Os suportes a base de silica apresentam
caracteristicas desejaveis para a imobilizacdo de enzimas, como superficie facilmente
modificada por métodos quimicos — geralmente com aminosilanos, como o 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) e glutaraldeido — e processos de fabricagdo que possibilitam
diversas morfologias e estruturas de poros. Além disso, apresentam elevada resisténcia
mecanica e sdo quimicamente inertes (HOMAEI et al., 2013).

Nas Ultimas duas decadas, os materiais compositos (hibridos) tém atraido a atencéo de
pesquisadores para a imobilizacdo de enzimas, em virtude das propriedades que conferem. Sdo

caracterizados pela unido de dois ou mais materiais, podendo ser a combinacdo de organicos
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com organicos (quitosana-alginato), organicos com inorgénicos (quitosana-magnetita) e
inorganicos com inorganicos (silica-magnetita). A proposta dos materiais compositos é unir as
propriedades desejaveis de ambos os materiais, maximizando os beneficios (ZDARTA et al.,
2018).

A imobilizagdo de enzimas em micro e nanoparticulas tem se mostrado interessante,
uma vez que é possivel imobilizar uma carga maior de enzima por unidade de massa do suporte.
Além da alta relacdo superficie/volume, essas estruturas reduzem as limitacGes difusionais
(ANSARI; HUSAIN, 2012). Comparando a estrutura das micro e nanoparticulas com 0s
suportes porosos tradicionais, observa-se uma diferenca na localizagdo das enzimas. Enquanto
que nas micro e nanoparticulas as enzimas se ligam a superficie, nos materiais porosos, grande
parte dos biocatalisadores sdo encontrados na superficie interna do suporte (LIESE;
HILTERHAUS, 2013). Contudo, a diminuicdo do tamanho do suporte aumenta a dificuldade
de separacéo do biocatalisador imobilizado (nanoparticulas de silica, silica mesoporosa, MOFs,
entre outros) por centrifugacéo (LIU; CHEN; SHI, 2018).

A separacdo magnética € um processo muito versatil devido a sua simplicidade e
rapidez, o qual ocorre pela aplicacdo de um campo magnético externo a amostra. Esta técnica
tem sido utilizada na biotecnologia para purificacdo de células, virus, proteinas e acidos
nucleicos de extratos brutos. Alternativamente, as enzimas podem ser imobilizadas em
particulas magnéticas, que tem como principal objetivo facilitar a separagéo e recuperacéo do
biocatalisador para posterior reuso (BORLIDO et al., 2013).

Particulas de 6xidos de ferro como a magnetita (FesO4) e a maghemita (y-Fe203) sdo
nacleos magnéticos muito utilizados, uma vez que apresentam relativa estabilidade quimica,
baixa ou nenhuma toxicidade, séo faceis de sintetizar e passiveis de funcionalizagdo. Alem
disso, as particulas magnéticas exibem baixa porosidade e boa estabilidade mecéanica. Outras
ligas a base de ferro, cobalto e estruturas do tipo espinélio também podem ser utilizadas como
nucleos magnéticos (BILAL et al., 2018). Um fendmeno que tende a ocorrer com as particulas
magnéticas € a aglomeracdo em funcdo do magnetismo e da elevada energia superficial. Além
disso, podem ser facilmente oxidadas em contato com o oxigénio 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 oxidacdo, reduzir a agregacao
e aumentar o tempo de estocagem € recobrir 0s nicleos magnéticos com materiais organicos ou
inorganicos, formando compositos. A utilizacdo de um polimero como a quitosana, promove
protecdo e estabilidade as particulas magnéticas, além de funcionalizar a superficie, ser de baixo
custo e de facil preparacdo (LEE; REDDY; LEE, 2013). A interacdo entre a quitosana e as
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particulas magnéticas pode ocorrer de duas formas: em estruturas com um Unico nucleo

magnético ou com multiplos ndcleos magnéticos, como mostrado na figura 6.

Figura 6 — Particulas magnéticas recobertas com quitosana
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Fonte: Lee; Reddy e Lee (2013)

3.3.3 Avaliagéo da Imobilizacao

A fim de avaliar o sucesso da imobilizacdo, alguns parametros devem ser medidos e
calculados, como o R, a eficiéncia da imobilizacdo (EI) e a atividade recuperada (AR). O Rl €
descrito como o percentual de atividade enzimética da solugdo de imobilizagdo que foi
imobilizado, conforme a Equacdo (1), em que a atividade teoricamente imobilizada é calculada
pela diferenca entre as atividades aplicada e recuperada no sobrenadante e nas lavagens. A El
corresponde a porcentagem de atividade enzimatica que € observada na enzima imobilizada em
relagdo ao que foi oferecido, conforme a Equacdo (2). Portanto, uma imobilizac&o que apresenta
100% de R1 e 0% de El significa que todas as enzimas da solugéo de imobilizac&o inicial foram
imobilizadas, no entanto, o suporte com a enzima imobilizada ndo apresenta atividade, pois a
enzima foi desnaturada ou esta inacessivel. A AR pode ser calculada multiplicando-se o R1 pela
El ou com a atividade mensurada no suporte e a atividade inicial, segundo a Equacéo (3). Este
parametro fornece uma ideia geral do processo de imobilizacdo (SHELDON; VAN PELT,
2013).

RI(%) = Atividade Teoricamente Imobilizada 100 .
v Atividade Aplicada x (1)

Atividade Medida no Suporte
Atividade Teoricamente Imobilizada x

EI(%) = 100 (2)



31

AR(%) = Atividade Medida no Suporte 100 ;
v Atividade Aplicada x (3)

3.4 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Apds a revisdo da literatura disponivel sobre o tema desta dissertacdo, pode-se observar
que existe um grande numero de trabalhos que relatam a imobilizacdo de lacases de diferentes
organismos produtores, bem como o uso dessas lacases na degradacdo de poluentes, seja com
0 uso de mediadores ou ndo. Muitas classes de contaminantes tém sido estudadas,
principalmente farmacos e corantes, assim como diferentes métodos de imobilizag&o e tipos de
suportes.

Apesar disso, tendo em vista a importancia de preservar 0 meio ambiente e a saude
humana, algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas para tornar a tecnologia enzimética
mais atrativa para o tratamento de efluentes. Uma das principais limitacGes é o elevado custo
dos processos enzimaticos, o qual, neste trabalho, dedicou-se a minimiza-lo com a utilizagédo
de um extrato enzimético bruto como fonte de obtencdo da lacase e um suporte para
imobilizacdo de baixo custo, facil recuperacéo e facil preparacdo. Além disso, ndo hé relatos de
imobilizacéo da lacase utilizada neste estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

A quitosana derivada de casca de camardo (> 75% desacetilada), 0 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 (FeSO4.7H20) e o cloreto
férrico (FeCls.6H.0) foram adquiridos da Dindmica® e o sulfato de aménio, da Exodo. As
resinas cromatograficas DEAE Sepharose Fast Flow e Sephacryl S200 HR e as colunas PD-10
foram adquiridas da GE Healthcare. Os tubos de ultrafiltragdo Vivaspin 20 com membrana de
polietersulfona de 5000 MWCO foram obtidos da Sartorius Stedim Biotech. O reagente de
Bradford Quick Start™ para ensaio de proteina foi comprado da Bio-Rad. Todos 0s outros

regentes quimicos e solventes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.

4.2 PREPARACAO DA LACASE BRUTA

O extrato bruto proveniente do cultivo do fungo Marasmiellus palmivorus VE111 foi
fornecido pelo Laboratério de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul. O fungo foi cultivado sob fermentacao submersa de acordo com
Schneider e colaboradores (2018) e, apds 5 dias de cultivo, o sobrenadante foi filtrado com o
auxilio de um papel filtro qualitativo para remocdo dos micélios. As proteinas do extrato bruto
foram concentradas por precipitagio com sulfato de aménio (70%), recuperadas por
centrifugacéo (3000xg, 10 min, 4 °C) e ressuspendidas em tampao acetato de sédio 50 mM (pH
5,0). A dessalinizacdo da amostra foi realizada em colunas de dessalinizagdo PD-10 contendo
a resina Sephadex G-25. Apos a inser¢do da amostra na coluna, as proteinas foram eluidas por
gravidade com o mesmo tampao em que estavam ressuspendidas. A amostra coletada foi

designada lacase bruta.

4.3 PURIFICACAO DA LACASE BRUTA

A lacase bruta foi purificada por cromatografia de troca idnica e gel filtracdo. A

cromatografia de troca i6nica foi realizada em uma coluna de vidro, com 4 mL da resina DEAE
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Sepharose Fast Flow — matriz esférica de troca ani6nica carregada positivamente em pH abaixo
de 9 — e equilibrada com tampéo acetato de sodio 10 mM (pH 5,5). A amostra foi eluida com
80 mL de um gradiente de sal (0,1 — 1 M de cloreto de so6dio) a um fluxo de 0,65 mL/min. As
fracdes coletadas foram analisadas quanto a concentracdo de proteinas e atividade enzimatica
da lacase. As aliquotas purificadas foram concentradas em tubos de ultrafiltracdo até que o
volume da amostra fosse 2% do volume da coluna utilizada para a cromatografia de gel
filtracdo. A resina Sephacryl S200 HR foi empacotada por gravidade e a amostra foi eluida da
coluna com tampdo acetato de sédio 50 mM (pH 5) a um fluxo linear de 10 cm/h. As fracdes
coletadas foram novamente analisadas quanto a concentracdo de proteinas e atividade

enzimatica da lacase.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E CONCENTRACAO DE
PROTEINAS

A atividade da lacase foi avaliada medindo-se 0 aumento da absorbancia a 420 nm,
durante 3 min, devido a oxidacao enzimatica de 0,5 MM de ABTS em tampé&o acetato de sédio
50 mM (pH 5,0). Uma unidade de atividade de lacase (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 umol de ABTS por minuto a 25 ° C. O coeficiente de extingédo
molar do ABTS € £4,0,m= 36000 M~! cm™' (BOURBONNAIS; PAICE, 1990). A concentragio
de proteinas foi determinada pelo método de Bradford utilizando BSA para constru¢do da curva

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

4.5 SINTESE DAS PARTICULAS MAGNETICAS RECOBERTAS COM QUITOSANA

As particulas magnéticas foram sintetizadas pelo método de co-precipitacdo. Para isso,
FeS04.7H.0 0,1 M e FeCl:.6H0 0,2 M foram dissolvidos em &gua deionizada e
desgaseificada. Quando a solucdo atingiu 70°C, hidréxido de sodio 2 M foi adicionado
lentamente a mistura até atingir pH 10 e um precipitado escuro foi observado. A reacédo foi
mantida sob agitacdo vigorosa e sob atmosfera inerte de nitrogénio, durante 10 min. As
particulas magnéticas assim obtidas foram recuperadas por magnetismo, utilizando um ima
permanente, e lavadas com &gua deionizada até pH neutro. As particulas foram secas em estufa
a 40°C e revestidas com quitosana pela técnica de gelificacdo ionotropica, como ja descrito
anteriormente (KLEIN et al., 2012). Resumidamente: 250 mg de quitosana e 250 mg de
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particulas magnéticas (1:1) foram misturados em 57 mL de acido acético (2% v / v) contendo
Tween 80 (1% v / v). No ultrassom, foram adicionados 3 mL de sulfato de sédio 1,4 M gota a
gota e a suspensdo foi mantida sob agitacdo magnetica (1500 rpm) durante 2 h. As particulas
magnéticas revestidas com quitosana obtidas foram recuperadas por magnetismo e lavadas 3
vezes com tampdo fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,0). Por fim, a ativacdo do suporte foi realizada
incubando as particulas magnéticas em 1 mL de glutaraldeido (10 mM a 170 mM) em tampé&o
fosfato de sodio 0,1 M (pH 7) durante 1 h, sob agitacdo lenta. O suporte ativado foi lavado (3
X) com tampdo acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) para remover o excesso de glutaraldeido e

equilibrar o suporte com o tampéo de imobilizacéo.

4.6 IMOBILIZACAO DA LACASE

O suporte ativado foi incubado com as solugfes (1 mL) de lacase bruta e purificada de
M. palmivorus, bem como com a solucdo de lacase de Trametes versicolor. As solucdes de
enzima foram preparadas em tampdao acetato de sodio 50 mM (pH 5). Apos 17 h de incubacao
a 4°C, sob agitacdo lenta, 0 excesso de enzima que néo se ligou ao suporte foi removido com 3
lavagens com 0 mesmo tampé&o. Para cada uma das lacases, diferentes cargas de enzima foram
oferecidas ao suporte, a fim de determinar o melhor RI, El, AR e atividade do biocatalisador
imobilizado. Todos os parametros foram avaliados para definir a melhor carga para cada
enzima. O tempo de imobilizagdo foi determinado retirando-se aliquotas em diferentes tempos

durante a imobilizag&o.

4.7 pH E TEMPERATURA OTIMOS

O pH 6timo das lacases livres e imobilizadas foi determinado mensurando a atividade
enzimatica, a 25 °C, em diferentes tampdes: pH 2,3-3,0 (glicina-HCI 0,05 M), pH 4,0-5,5
(acetato de sodio 0,1 M), pH 6,0-7,0 (fosfato de sddio 0,1 M) e pH 8,0 (tris-HCI 0,1 M). A
temperatura 6tima foi determinada em tampéo acetato de soédio 50 mM, no pH 6timo para cada

enzima, medindo-se a atividade enzimatica 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 4°C em tampdo acetato de sodio 50 mM (pH 5,0). A atividade

residual foi mensurada a cada 7 dias durante 42 dias.

4.9 ESTABILIDADE TERMICA A 50 °C

A estabilidade térmica das lacases livres e imobilizadas foi determinada pela medida da
atividade enzimatica residual ap6s a incubacéo das solucdes, em tubos fechados, em um banho-
maria termostatico a 50 °C. A inativacdo térmica foi interrompida em um banho de gelo. O
tempo de meia-vida (t12) foi avaliado quantitativamente pela cinética de primeira ordem,
Equacéo (4). Este modelo sugere que a reagdo ocorre em uma Unica etapa, a uma taxa constante
de inativacdo (k), em que A representa a atividade residual da enzima em um determinado

tempo t (min), Ao € a atividade enzimatica inicial e t € o tempo de tratamento.

L -kt

ks )
O ty foi calculado com os valores de k, de acordo com a Equacéo (5).
In 2

t1/2 = T (5)

4.10 ESTABILIDADE OPERACIONAL E DESCOLORACAO DE CORANTES TEXTEIS

A fim de investigar a capacidade de reutilizacdo, incubou-se 1 U do biocatalisador
imobilizado em 1 mL de uma solucdo de alaranjado de metila 50 mg/L em tampé&o acetato de
sodio 0,2 M, no pH 6timo para cada biocatalisador, e em presenca de 0,45 mM de ABTS. A
reacdo de descoloracdo foi realizada sob lenta agitacdo, durante 1 h e mensurada
espectrofotometricamente pela diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda méximo
(462 nm). Apos cada ciclo de descoloracdo, o biocatalisador foi separado por magnetismo,
lavado trés vezes com 0 mesmo tampao e, em seguida, adicionou-se um novo meio de reacao.

A descoloracéo do primeiro ciclo foi considerada como 100%.
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Além disso, foram analisados outros corantes em relagdo ao potencial de descoloracdo
das lacases. Para isso, solu¢des 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 agitacdo lenta, com 1 U do

biocatalisador imobilizado sem a adi¢do de mediadores.

4.11 CARACTERIZACAO DO SUPORTE

As propriedades magnéticas das particulas magnéticas e das particulas magnéticas
recobertas com quitosana foram determinadas por magnetometria de amostra vibrante (VSM)
utilizando um equipamento modelo EZ9, MicroSense. As curvas de magnetizacdo foram
obtidas com a medicdo do momento magnético em um campo magnético aplicado de -20 kOe
a +20 kOe e a temperatura ambiente. A area superficial especifica das particulas magnéticas,
das particulas magnéticas recobertas com quitosana e das particulas 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 superficie foi observada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) em um equipamento JEOL (Modelo JSM 6060; Japdo). Para
esta analise, as particulas foram revestidas por uma fina camada de ouro e visualizadas com
tensdo de aceleracdo de 15 kV. O tamanho das particulas magnéticas e das particulas
magnéticas recobertas com quitosana foi determinado por analise granulométrica por difracdo
de laser. O equipamento utilizado foi um analisador CILAS 1180, que detecta particulas na
faixa entre 0,04 — 2500 pum; as particulas foram dispersas em agua e submetidas ao ultrassom
durante 60s. Foi utilizado o método Fraunhofer para calculo do tamanho das particulas. O
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizado com o espectrofotdmetro
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 DISCUSSAO

5.1 PURIFICACAO DA LACASE

A purificacdo da lacase bruta foi realizada a fim de melhor avaliar a carga enzimética
aplicada ao suporte e a estabilidade da enzima ap06s a purificacdo. Partindo do extrato bruto de
M. palmivorus (0,22 mg/mL de proteina e 2,68 U/mL de atividade de lacase), conforme as
etapas da purificacdo foram avancando, a atividade especifica da amostra aumentou, como era
0 esperado, ja que a quantidade de proteina total diminuiu. De acordo com a Tabela 2, observa-
se um consideravel aumento no fator de purificacdo apds a cromatografia de troca idnica,
evidenciando a purificacdo da amostra, pois grande parte da lacase foi separada do restante das
proteinas. Apesar disso, o rendimento do processo diminuiu em funcdo da perda de atividade
da lacase entre as etapas, principalmente na uUltima cromatografia. Tendo em vista esses
resultados, optou-se por ndo realizar a cromatografia de gel filtracdo para os préximos
experimentos, pois ndo houve um aumento no fator de purificacdo e o rendimento diminuiu

praticamente pela metade.

Tabela 2 — Resumo da purificacdo da lacase bruta de M. palmivorus

Etapas Proteina Atividade eASEZ'C?ggz Rendimento Fator de
o e -
total (mg) total (U) (U\mg) (%) purificacdo
Extrato bruto 185,75 2227,00 11,99 100 1
Precipitacdo com
(NH4):S04 (70%) 153,95 1878,57 12,20 84,35 1,02
Dessalinizacao
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 purificacdo da lacase e o rendimento do processo apds a troca ionica, 8,61 e
63,32%, estdo de acordo com outros trabalhos de purificacdo da lacase. Pawlik e colaboradores
(2016), purificaram uma lacase de Sinorhizobium meliloti usando o extrato bruto e conseguiram
um fator de purificacdo de 6,7 e rendimento de 48,7% apds concentragdo por ultrafiltracdo e
cromatografia, utilizando a resina DEAE-Sepharose. Bagewadi e colaboradores (2016),

também utilizaram a mesma resina de troca ionica para purificacdo da lacase de Trichoderma
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harzianum e, apds as etapas iniciais de precipitacdo com sulfato de aménio e ultrafiltracéo,
atingiram fator de purificagdo de 7 e rendimento de 12%. Entretanto, o fator de purificacéo
aumentou para 25 quando foi realizada a etapa de gel filtracdo com a resina Sephadex G-100;
o0 rendimento, por sua vez, decresceu para 7%. More e colaboradores (2011), similarmente,
alcancaram valores superiores na purificacdo da lacase de Pleurotus sp. com a precipitagdo com
sulfato de amonio, cromatografia de troca idnica com DEAE celulose e a gel filtragdo com
Sephadex G-100. Ao final da purificacdo, o rendimento foi de 22,4% e o fator de purificacéo
de 72,2. Uma alternativa para melhorar os resultados da cromatografia de gel filtracdo seria
utilizar outra resina, como a Sephadex G-100 ou alterar os parametros da cromatografia
(O’FAGAIN et al., 2011).

5.2 INFLUENCIA DA CARGA DE ENZIMA NA IMOBILIZACAO

Os efeitos da carga de enzima aplicada ao suporte no RI, El, AR e atividade da enzima
imobilizada estdo apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. O rendimento da imobilizacdo da lacase
bruta, independentemente da quantidade de enzima aplicada (5-35 mg de proteina.(g de suporte
seco)), 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
proteina.(g de suporte seco)™?), principalmente devido a saturacdo dos sitios de ligagdo do
suporte. O RI da lacase purificada de M. palmivorus apresentou 0 mesmo comportamento da
imobilizacdo da lacase comercial, porém a saturacdo foi observada com uma carga menor de
enzima, ja que sdo lacases de diferentes fontes e, portanto, com caracteristicas distintas.
Comparando o RI de ambas as lacases de M. palmivorus (bruta e purificada), percebeu-se que
a lacase purificada satura os sitios de ligagcdo do suporte com 15 mg de proteina.(g de suporte
seco)?, enquanto que a lacase bruta mantém o RI ainda em 99%, entretanto, com uma tendéncia
gradual de saturacédo dos sitios de ligacdo. Este comportamento pode ser atribuido ao grau de
purificacdo das enzimas, que € maior na solucdo de imobilizacdo da lacase purificada (Tabela
5) do que na solugédo de imobilizagdo da lacase bruta (Tabela 3). Sendo assim, com uma mesma
carga de proteina, a lacase bruta ndo satura os sitios de ligacdo do suporte, provavelmente
devido as caracteristicas distintas (tamanho e estrutura) de suas proteinas contaminantes.

A AR maxima da lacase bruta imobilizada, quando foram aplicados 5 mg de proteina.(g
de suporte seco), foi de 73,22% (Tabela 3), diminuindo com o aumento da carga de proteina,
como mostrado na figura 7. Embora esse comportamento seja mais pronunciado em suportes

porosos, ha estudos que relatam o mesmo para 0s nao-porosos (FORTES et al., 2017), e esta
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associado com o restrito acesso do substrato aos sitios ativos das enzimas (LIN et al., 2017),
que pode ser causado por limitagdes difusionais devido a falta de espaco intermolecular,
impedimento estérico pela presenca do suporte e imobilizacdo 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 enzimatica, até a
estabilizacdo. Assim, a maxima atividade da enzima imobilizada alcan¢ada apds a imobilizacdo
da lacase bruta foi de 139,84 U.(g de suporte seco)™ (Figura 7, Tabela 3), que corresponde a

48,55% de atividade recuperada, quando foram aplicados 25 mg de proteina.(g de suporte seco)
1

Tabela 3 — Influéncia da variacéo da carga da lacase bruta de M. palmivorus sobre a atividade
da enzima imobilizada, eficiéncia (EIl), rendimento (RI) e atividade recuperada (AR) apés

imobilizacéo.
Carga de Atividade Athldgde da
enzima (mg oferecida ao | enzima
. imobilizada El (%) RI (%) AR (%)
proteina.g suporte (U.g
-1 3 (U.gsuporte
suporte seco™) suporte seco™) seco™)
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 — Influéncia da variacdo da carga da lacase comercial de T. versicolor sobre a
atividade da enzima imobilizada, eficiéncia (El), rendimento (RI) e atividade recuperada (AR)
apos imobilizacéo.

Carga de Atividade Athld_ade da
enzima (mg oferecida ao | enzima
. imobilizada El (%) RI (%) AR (%)
proteina.g suporte (U.g
suporte seco™?) suporte seco™) (U.g suporte
seco™l)
143 45,14 15,04 £ 0,10 33,30+0,18 99,50+ 0,15 33,13+0,22
286 87,80 3589+3,62 40,91+4,08 98,47 +0,10 40,28 +4,06
571 165,88 7492 +6,38 4530+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 — Influéncia da variacdo da carga da lacase purificada de M. palmivorus sobre a
atividade da enzima imobilizada, eficiéncia (El), rendimento (EI) e atividade recuperada (AR)

apds imobilizagéo.

Carga de Atividade At'V'dfade da
enzima (mg oferecida ao __enzima
; imobilizada El (%) RI (%) AR (%)
proteina.g suporte (U.g
1 2 (U.g suporte
suporte seco™) suporte seco™) seco™))
5 248,84 14552 +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 +£458 2511+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
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Comparando com a imobilizagéo da lacase purificada de M. palmivorus (mesma carga

de 25 mg de proteina.(g de suporte seco)?), a atividade da enzima imobilizada méaxima

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

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

atividade de lacase (mais purificada) na solucdo de imobilizagéo que, por sua vez, ndo foi

recuperada em funcgéo da restricdo dos sitios ativos das enzimas imobilizadas pela proximidade
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das moléculas. Este comportamento fica menos evidente na imobilizacdo da lacase bruta, pois
h& outras moléculas proteicas ocupando os sitios de ligacdo e, possivelmente a lacase esta
melhor distribuida no suporte. Tendo isso em vista, optou-se por utilizar uma carga menor de
enzima, de 15 mg de proteina.(g de suporte seco)?, 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)?) (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
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A atividade da lacase comercial imobilizada também aumentou com o acréscimo de
enzima ao suporte, até estabilizar, no entanto, a carga maxima da enzima foi muito maior (571
mg de proteina.(g de suporte seco)™) e tornou o biocatalisador menos ativo (74,92 U.(g de
suporte seco)™) (Figura 9, Tabela 4) do que a lacase imobilizada de M. palmivorus (bruta e
purificada), com 44,21% de AR. Com esses resultados, é possivel sugerir que a maior carga
enzimatica que pode ser fornecida ao suporte usando a enzima comercial ocorre principalmente

devido ao maior grau de purificagdo, comparado a lacase bruta de M. palmivorus e as diferengas
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entre as enzimas, ja que sdo de microrganismos distintos. A presenca de outras proteinas na
solugéo de imobilizagdo da lacase bruta, que foram recuperadas do extrato bruto juntamente
com a lacase na precipitacdo com sulfato de aménio (SCOPES, 1993), podem preencher os
sitios de ligacdo do suporte, reduzindo assim a area da superficie disponivel para a imobilizacdo
da lacase. Além disso, a atividade especifica da lacase bruta imobilizada de M. palmivorus (5,59
U.(mg de proteina)™) é cerca de 43 vezes maior em relacdo a lacase comercial imobilizada de
T. versicolor (0,13 U.(mg de proteina)™), que também foi observada para as enzimas em suas
formas sollveis (atividade especifica da solucdo de imobilizacdo da lacase bruta foi de 11,3

U.mg* e da solugdo de imobilizagdo da lacase comercial foi de 0,3 U.mg™).

Figura 9 — Efeito da carga de lacase comercial aplicada ao suporte na atividade do
biocatalisador imobilizado e na atividade recuperada
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5.3 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE GLUTARALDEIDO NA IMOBILIZACAO

O glutaraldeido € considerado um agente de reticulacdo bastante versatil, pois possui
duas carbonilas que podem reagir com 0s grupos amino da quitosana e da enzima, resultando
na formac&o de bases de Schiff. Concentra¢cdes muito baixas de glutaraldeido podem prejudicar
o RI, pois a quantidade de sitios ativados é pequena, por outro lado, é necessario determinar
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uma concentracdo adequada, a fim de evitar o excesso de sitios ativados que podem induzir a
desnaturacdo da enzima por mudancas conformacionais, influenciando na EI (ZHANG et al.,
2009; ZHENG et al., 2016).

Nas Tabelas 6 e 7, estdo apresentados os dados de RI e El, bem como a AR e atividade
relativa das enzimas imobilizadas (lacase bruta e comercial) em funcdo da variacdo da
concentracdo de glutaraldeido. Como mostrado no gréfico da figura 10, a melhor concentragéo
de agente entrecruzante para a imobilizacdo da lacase bruta foi de 90 mM, enguanto que para a
imobilizacdo da lacase comercial, a atividade relativa aumentou com o acréscimo de
glutaraldeido. Este comportamento pode ser atribuido a maior carga enzimética aplicada para a
imobilizacdo da lacase comercial em comparacdo com a lacase bruta. Esta Gltima, presente em
menor quantidade no suporte, pode sofrer multiplas ligacGes devido ao excesso de sitios
ativados pelo glutaraldeido, levando a sua desnaturacdo e consequente diminuicao de atividade
enzimatica, como discutido acima. Para ambas as enzimas, a concentracdo de glutaraldeido
escolhida para os préximos experimentos foi de 90 mM (0,85% v/v). No caso da lacase
comercial, os valores de atividade relativa da enzima imobilizada, EI, Rl e AR (Tabela 7)
praticamente estabilizaram quando foram utilizadas concentracfes acima de 90 mM, sendo
assim, nao é justificAvel aumentar a concentracdo de glutaraldeido. Esses resultados estdo de
acordo com o estudo de Zheng e colaboradores (2016), que também avaliaram a melhor
concentracdo de glutaraldeido, para a imobilizacdo da lacase de Trametes pubescens em esferas
de quitosana. Conforme a concentracdo de glutaraldeido foi aumentada, a atividade da enzima
imobilizada aumentou, até um ponto maximo (0,8% v/v) e entdo comegou a decair em funcgédo

do excesso de sitios ativados pelo glutaraldeido.
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Figura 10 — Efeito da concentragdo de glutaraldeido na atividade da lacase bruta imobilizada e
da lacase comercial imobilizada
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Tabela 6 — Influéncia da variacdo da concentracdo de glutaraldeido sobre a atividade relativa
da lacase bruta de M. palmivorus ap6s imobilizacdo e sobre os parametros de imobilizacéo El,
Rle AR.

« Atividade relativa da
Concentracéo de

lutaraldeido (MM) enzima imobilizada El (%) RI (%) AR (%)
] (%)
10 84,93 £ 11,27 4419+3,03 9844+0,19 4350+291
50 83,27 £5,34 4290+1,39 9941+0,01 4265+1,38
90 100 + 1,05 51,60+0,28 99,22+0,00 51,21+0,27
130 87,11 +0,75 4495+0,20 99,24+0,00 44,61+0,20
170 85,76 + 6,23 4418+165 99,42+0,08 4392+1,61
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Tabela 7 — Influéncia da variacéo da concentracao de glutaraldeido sobre a atividade relativa
lacase comercial de T. versicolor apds imobilizag&o e sobre os parametros de imobilizacéo El,
Rle AR.

« Atividade relativa da
Concentracéo de

. enzima imobilizada El (%) RI (%) AR (%)
glutaraldeido (mM) (%)
10 87,20+ 1,84 38,39+£1,00 9534+0,28 36,60+0,85
50 92,89 + 3,15 40,58 £1,52 96,08+0,02 38,99+145
90 97,46 + 0,57 42,30+£0,25 96,71+£0,06 40,90 +0,27
130 99,35+ 1,09 4296 +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 INFLUENCIA DO TEMPO DE IMOBILIZACAO

O tempo de contato entre a enzima e 0 suporte € importante de ser avaliado, uma vez
que curtos periodos de tempo podem nao ser suficiente para que ocorra a ligacao entre a enzima
e 0s sitios ativos do suporte. Porém, tempos mais longos também podem ser negativos pois a
enzima pode perder sua atividade durante o processo de imobilizagdo. Como mostrado na figura
11, a AR para ambas as lacases ndo apresentou grandes variagdes ao longo do tempo, bem como
para a atividade do biocatalisador imobilizado (Tabelas 8 e 9). Ap6s 30 min de contato entre a
solucdo de imobilizacdo 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

ndo sofreram grandes alteragdes com o tempo.
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Figura 11 — Efeito do tempo de imobilizacdo na AR da lacase bruta imobilizada e da lacase
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Tabela 8 — Influéncia do tempo de imobilizacdo da lacase bruta de M. palmivorus sobre a
atividade da enzima imobilizada e sobre os parametros de imobilizacdo EI, Rl e AR.

Tempo de Atividade da enzima
imobilizacéo imobilizada (U.g El (%) RI (%) AR (%)
(min) suporte seco™?)

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 — Influéncia do o tempo de imobilizacdo da lacase comercial de T. versicolor sobre a
atividade da enzima imobilizada e sobre os parametros de imobilizacdo EI, Rl e AR.

Tempo de Atividade da enzima
imobilizacdo imobilizada (U.g El (%) RI (%) AR (%)
(min) suporte seco™)

5 70,11+ 2,76 37,24 £ 1,65 93,60 = 0,46 34,85+ 1,37
15 67,78 £ 3,23 3542+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

5.5 pH E TEMPERATURA OTIMOS

A imobilizagdo pode alterar as caracteristicas enzimaticas, tais como as condicGes
6timas de pH e temperatura. O efeito do pH na atividade das lacases (bruta e comercial) soltveis
e imobilizadas foi avaliado na faixa de pH entre 2,3-8 e esta apresentado no grafico da Figura
12. Apos a imobilizagdo, o pH 6timo da lacase bruta e comercial foi de 5,5 e 4, respectivamente,
e ndo houve diferenca entre os pHs 6timos das formas imobilizadas e solGveis. Este
comportamento também foi relatado em outros estudos (JIANG et al., 2005; WANG et al.,
2008). Acima do pH otimo (5,5), a lacase bruta imobilizada apresentou um decréscimo de
atividade mais gradual em relacdo a sua forma soltvel; em pH 6,5 a enzima imobilizada reteve
58,96 + 1,37 de atividade, enquanto que a enzima soluvel reteve 38,85% = 0,31 de atividade.
Essa maior resisténcia ao pH, apos imobilizacdo, pode estar associada ao efeito protetor do
suporte, que cria um microambiente ao redor do sitio ativo da enzima. Sangeetha e Abraham
(2008) perceberam o deslocamento do pH 6timo da subtilisina de Bacillus subtilis, de 7 para 9,
apos a imobilizacdo em CLEAs. O desvio do pH para o lado alcalino pode ser atribuido as
interacdes da enzima com o glutaraldeido, que liga os grupamentos amino, fazendo com que a
enzima adquira carga negativa e, assim, o pH 6timo muda para o lado superior (SANGEETHA,
ABRAHAM, 2008).
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Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo foi observado para a lacase comercial.
Comparando-se 0 pH 6timo da lacase bruta com o da lacase comercial, percebeu-se que a
enzima do M. palmivorus é mais favoravel para atuar em pHs mais proximos da neutralidade.
Essa diferenca observada nos pHs 6timos pode ser atribuida a estrutura dos sitios ativos de cada
uma das enzimas. O pH o6timo das lacases depende de dois fatores: da diferenca do potencial
redox entre o substrato e o cobre do sitio T1 e da ligagdo de anions hidroxido aos sitios T2/T3
(FOKINA et al., 2015). Um estudo realizado por Xu (1997), demonstrou que essa diferenca do
potencial redox entre o substrato e o cobre poderia resultar em um aumento nas taxas de
oxidagdo do substrato em pH mais alcalino, porém os anions hidréxido causam a inibicéo da
lacase, pelo bloqueio dos sitios T2/T3, causando um efeito oposto. Tendo isso em vista, pode-
se inferir que a lacase de T. versicolor é mais susceptivel a pHs neutros e alcalinos devido a
maior exposicao dos seus sitios de cobre T2/T3 e, portanto, sdo inibidos mais facilmente do que

os sitios da lacase de M. palmivorus.

Figura 12 — pH 6timo das lacases (bruta e comercial) solGveis e imobilizadas.
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O efeito da temperatura nas atividades de ambas as lacases imobilizadas e sollveis, na
faixa entre 25-70 °C, estdo apresentadas na Figura 13. Para a lacase bruta, a temperatura étima
foi encontrada em torno de 40-50 °C para sua forma soltvel e em torno de 25-35 °C para a

forma imobilizada. Em relacgéo a lacase comercial, a temperatura 6tima foi em torno de 30—40
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°C para a enzima soluvel, e de 25 °C para a enzima imobilizada. Como pode ser observado, as
temperaturas Otimas foram maiores para as formas solGveis do que para as enzimas
imobilizadas. Em geral, as interagdes enzima-enzima e suporte-enzima aumentam com o
aumento da temperatura (ZHENG et al., 2016), o que pode influenciar na temperatura 6tima da
enzima. Neste caso, 0 agente entrecruzante utilizado (glutaraldeido) é uma molécula muito
reativa que pode, com o aumento da temperatura, interagir fortemente com as moléculas de
enzima, levando a desnaturacdo. Kalkan e colaboradores (2011) imobilizaram uma lacase de T.
versicolor em nanoparticulas magnéticas recobertas com quitosana e avaliaram a temperatura
6tima da enzima solGvel e imobilizada. A temperatura 6tima foi de 40 °C para as formas soltvel
e imobilizadas (enzima adsorvida em quitosana e enzima ligada ao suporte ativado com cloreto
cianurico) e de 30 °C para a enzima imobilizada no suporte ativado com carbodiimida. Essa
alteracdo na temperatura 6tima pode ser devido ao método de imobilizacdo e interacdo entre a
enzima e o suporte. Sendo assim, nem sempre a imobilizagéo favorece a enzima em relagéo ao
aumento da temperatura 6tima ou de sua resisténcia em temperaturas mais elevadas.

Em relacdo as diferencas entre as duas lacases, ainda pode-se perceber que a lacase bruta
de M. palmivorus apresentou uma temperatura 6tima superior em comparacdo com a lacase
comercial de T. versicolor e maior resisténcia a temperaturas mais elevadas. A 70 °C, a lacase
bruta (soltvel e imobilizada) ainda apresentou cerca de 50% de sua atividade inicial, enquanto

que a lacase comercial (soltvel e imobilizada) foi completamente inativada.
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Figura 13 — Temperatura 6tima das lacases (bruta e comercial) solveis e imobilizadas.
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5.6 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE TERMICA

A estabilidade de armazenamento a 4 °C foi avaliada durante 42 dias, pela medida da
atividade enzimatica residual dos biocatalisadores, a cada 7 dias. No grafico da Figura 14, pode-
se observar que a lacase comercial em ambas as formas (solGvel e imobilizada) reteve mais de
70% de sua atividade inicial e que a imobilizacdo nao influenciou na estabilidade da enzima.
No entanto, para a lacase bruta, as atividades residuais das enzimas solivel e imobilizada
diminuiram gradualmente ao longo do tempo. Este comportamento pode ser explicado pela
influéncia de outras enzimas produzidas pelos fungos lignoliticos, que podem estar presentes
no extrato bruto da lacase, como celulases, hemicelulases, proteases, ureases e fosfatases
(VOBERKOVA et al., 2017). Dentre estas, as proteases catalisam reagbes de hidrolise de
proteinas, ocasionando em perdas da enzima de interesse (ILLANES, 2008). A fim de confirmar
a presenca de proteases na lacase bruta, foi realizado um ensaio com azocaseina (CHARNEY;
TOMARELLLI, 1947), demonstrando a presenca de 9,2 U/mL de protease.

Devido a auséncia de proteases, a enzima purificada sollvel de M. palmivorus
apresentou maior estabilidade de armazenamento (muito semelhante a lacase comercial) do que

a enzima bruta de M. palmivorus, com era de se esperar. Entretanto, ao contrario do esperado,
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a forma imobilizada da enzima purificada de M. palmivorus apresentou menor estabilidade de
armazenamento do que sua forma soltvel (aproximadamente 20% e 80% de atividade residual
apos 35 dias de armazenamento, respectivamente), possivelmente devido ao efeito negativo
provocado pelo suporte sobre a atividade enzimatica. Segundo alguns estudos, as particulas de
magnetita podem promover a perda de atividade de lacase, em funcdo da complexacéo do ferro
exposto na superficie da particula com a enzima e/ou pela ocorréncia de reagdes entre as
cisteinas e os sitios de ferrihidrita, que podem estar presentes na superficie do suporte (NETTO
etal., 2011; NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013). Um estudo realizado por Cornell e Schneider
(1989) demonstrou que as cisteinas reagem com a ferrihidrita, no sentido de converté-la em
goetita, sob condicdes fisioldgicas. Essa possivel inibi¢do enzimatica causada pelo suporte ndo
havia sido percebida anteriormente, pois a perda de atividade pela acdo das proteases era mais

pronunciada.

Figura 14 — Estabilidade de armazenamento das enzimas solUveis e imobilizadas
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No gréfico da Figura 15 estdo apresentadas as atividades residuais das lacases soluveis
e imobilizadas ap6s incubacgéo das enzimas a 50 °C durante 150 min. O valor de k e o tempo de
meia-vida foram determinados para cada biocatalisador conforme as Equac6es (4) e (5), bem
como o fator de estabilizagdo (relagéo entre o tempo de meia-vida da enzima imobilizada e da
enzima solavel), 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) sollveis e imobilizadas.
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Tabela 10 — Valor de k, tempo de meia-vida e fator de estabilizacdo para as lacases sollveis e

imobilizadas.
_ Valor de k (min™?) t1/2 (Min) Fator de
Enzima - . 1 ilizacé
Soltvel  Imobilizada  Soldvel  Imobilizada estabilizacao
Lacase bruta de M. 0,0114 0,0086 60,80 80,60 1,33
palmivorus
Lacase purificada de 0,0040 0,0055 173,29 126,03 0,73
M. palmivorus
Lacase comercial de T. 0,0057 0,0031 121,60 223,60 1,84

versicolor

De acordo com o grafico da Figura 15, a lacase bruta e a lacase comercial imobilizadas
foram mais estaveis, apresentando maior atividade residual em comparagdo com as suas formas
sollveis. Além disso, comparando-se os valores de k e o tempo de meia-vida da lacase bruta
soltvel e imobilizada, também é possivel perceber e que a enzima imobilizada foi mais estavel
do que a sua forma sollvel, proporcionando um fator de estabilizacdo de 1,33 (Tabela 10).
Entretanto, foi observado um comportamento oposto para a lacase purificada de M. palmivorus,
uma vez que a enzima purificada sollvel apresentou maior estabilidade térmica (ti2 = 173,29
min) em relagéo a forma imobilizada (t2 = 126,03 min). E provavel que isto ocorra pelo mesmo
efeito provocado pelo suporte na estabilidade de armazenamento, em funcdo de interacGes entre

0 suporte e a enzima que sdo prejudiciais a atividade enzimatica, como ja 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 relacéo
a lacase bruta soltvel, uma vez que as proteases da solucdo de lacase bruta solGvel tornaram-se
menos ativas ap0s o0 processo de imobilizacao.

J& a lacase comercial imobilizada apresentou maior fator de estabilizacdo (1,84) e
atividade residual de 59,16% * 7,86 apds 150 min de incubagédo a 50°C, contra 46,00% + 3,37
de atividade relativa da lacase comercial soltvel (Figura 15). Este comportamento pode ser
explicado uma vez que as estruturas 3D das moléculas de enzima sdo protegidas, ap6s a
imobilizacdo, contra a desnaturagdo térmica devido a restricdo da mobilidade conformacional.
A enzima ligada a um suporte requer maior energia para quebrar essa conformagéo,
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 nimero e pela natureza das ligacGes formadas entre a enzima e o suporte, pelo
grau de confinamento da enzima no suporte, pelo microambiente criado ao redor da enzima e
pelas condicbes da imobilizacdo. Tendo em vista que o suporte ndo é poroso, esta seria uma

causa para que o fator de estabilizacdo ndo fosse tdo elevado.

5.7 ESTABILIDADE OPERACIONAL

A capacidade de reutilizacdo dos biocatalisadores imobilizados foi avaliada pela reacéo
de descoloracdo do alaranjado de metila, utilizando o ABTS como mediador para acelerar o
processo. A fim de evitar a adsorcdo cumulativa do alaranjado de metila na quitosana, foram
realizadas trés lavagens entre cada ciclo de reutilizacdo, em que o primeiro ciclo foi considerado
como 100% de descoloracdo. A estabilidade operacional das lacases imobilizadas esta
apresentada no grafico da Figura 16. Bateladas repetidas de descoloracdo, a temperatura
ambiente, permitiram 30 ciclos de reuso, apresentando uma porcentagem de descoloracéo
sempre acima de 60%. A lacase bruta imobilizada apresentou menor estabilidade quando
comparada a comercial bruta imobilizada, provavelmente devido a presenca de proteases. Em
geral, a diminuicdo da descoloragdo relativa para ambos os biocatalisadores pode ser explicada
pela dessorcao da enzima do suporte (FORTES et al., 2017) e perda de particulas entre os ciclos
de reutilizacao.

Kadam e colaboradores (2018) observaram que a lacase de T. versicolor, imobilizada
em nanotubos com magnetita e quitosana, apresentou 33% da capacidade de descoloragdo do

Direct Red 80 mediado por ABTS, apds 11 ciclos de reutilizagdo. Huang e colaboradores (2018)
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imobilizaram ambos, a lacase e 0 mediador (ABTS), em um suporte & base de alginato para
descoloracao do verde malaquita e, apds 8 ciclos de reuso, a descoloragdo 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 descoloracdo de uma solucdo de alaranjado de
metila (50 mg/L), utilizando ABTS como mediador, pelas lacases bruta e comercial
imobilizadas nas particulas magnéticas recobertas com quitosana, a temperatura ambiente.
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Além da avaliagéo do reuso, os biocatalisadores imobilizados foram testados quanto ao
potencial de descoloracdo de alguns corantes com diferentes estruturas quimicas (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 adi¢cdo do ABTS como mediador.
No entanto, apds poucos minutos de contato entre o biocatalisador imobilizado e a solucéo de
corante, percebeu-se a adsor¢do dos corantes sobre o suporte. A excecdo do alaranjado de
metila, do vermelho neutro e do violeta cristal, todos 0s outros corantes apresentaram adsor¢ao
total ao suporte. Vale ressaltar que a adsor¢éo ocorreu apenas na particula magnética recoberta
com quitosana e ativada com glutaraldeido (independentemente de ter a enzima imobilizada ou
ndo). O suporte sem a ativacdo com glutaraldeido ndo apresentou capacidade de adsorcéo dos
corantes, evidenciando que sdo os grupos funcionais do glutaraldeido que interagem com as
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moléculas dos corantes. O corante que apresentou menor capacidade de adsorc¢ao ao suporte foi

o0 alaranjado de metila e, por isso, o teste de reuso foi realizado com este corante.

5.8 CARACTERIZACAO DO SUPORTE

As curvas de magnetizacdo das particulas magnéticas (PM) e das particulas magnéticas
recobertas com quitosana (PMQ) determinadas pela VSM estdo apresentadas no grafico da
Figura 17. Pode-se observar que as PM apresentaram maior magnetizacdo de saturacdo do que
as PMQ, de 64,5 emu/g e 19,2 emul/g, respectivamente. Este comportamento sugere que a
superficie das PM foi recoberta por uma camada ndo magnética com sucesso, causando um
aumento de massa nas PM que contribuiu com a reducdo da magnetizacdo de saturacdo. Outras
pesquisas também relataram este comportamento (CUI et al., 2010; SAHIN; OZMEN, 2016;
WANG et al., 2011). Além disso, os valores de coercividade e remanéncia 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 a dispersdo das PM e das PMQ

guando na auséncia de um campo magnético externo.

Figura 17 — Curvas de histerese das particulas magnéticas e das particulas magnéticas
recobertas com quitosana
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A érea superficial especifica das PM, das PMQ e das particulas magnéticas recobertas
com quitosana e com a enzima imobilizada (PMQE) mensurada pelo método de BET foi de
15,7 m>.g*, 32,6 m?.gte 25,8 m%.g?, respectivamente. Esses resultados demonstraram que o
revestimento com quitosana aumentou a area superficial das PM, possivelmente devido a sua
porosidade, tornando o suporte mais favoravel para a imobilizagdo de enzimas, como reportado
por outros pesquisadores (PATIL et al., 2018; ZHOU et al., 2014). Apods a imobilizacdo da
enzima, a area superficial diminuiu, evidenciando que as enzimas ocuparam parte da superficie
do suporte e, portanto, foram imobilizadas.

Através da visualizacdo das particulas por MEV, conforme ilustrado na Figura 18, pode-
se perceber que as magnificacOes utilizadas foram muito baixas. Para melhor visualizacéo das
particulas, magnificacfes acima de 30000 x deveriam ser utilizadas. As particulas apresentaram
tamanho em escala micrométrica, como também foi demonstrado pela analise de distribuicéo
granulométrica das particulas. Para as PM foi observado um tamanho médio de 78,19 um, sendo
que 90% das particulas estdo abaixo de 242,14 um, 50% estdo abaixo de 30,13 e 10% abaixo
de 1,95 um, conforme o histograma da Figura 19. Entretanto, para as PMQ o tamanho médio
encontrado foi menor (15,22 pum), com 90% das particulas abaixo de 34,76 pum, 50% abaixo de
12,30 um e 10% abaixo de 0,22 um, conforme o histograma da Figura 20. Tendo em vista que
o0 recobrimento das particulas magnéticas pela quitosana deve aumentar o tamanho da particula,
pode-se inferir que possivelmente na medida do tamanho das PM ocorreu a aglomeragéo dessas
particulas em funcdo do magnetismo e, por isso, apresentaram um tamanho maior do que as
PMQ. Também vale ressaltar que o0 método Fraunhofer considera as particulas esféricas, e pela
MEV observou-se que as particulas sdo amorfas, portanto esta analise forneceu apenas um

resultado aproximado do tamanho das particulas.
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Figura 18 — Imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura das particulas
magnéticas (PM) e das particulas magnéticas recobertas com quitosana e com a enzima
imobilizada (PMQE)
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Legenda: a) PM com magnificacdo de 600 x, b) PM com magnificacdo de 2500 x, ¢) PMQE com magnificagéo de
600 x e d) PMQE com magnificacdo de 2000 x.
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Figura 19 — Distribui¢do granulométrica das particulas magnéticas
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Figura 20 — Distribuicdo granulométrica das particulas magnéticas recobertas com quitosana
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Os espectros de FTIR das PM, PMQ, PMQ ativadas com glutaraldeido e das PMQE
estdo apresentados na Figura 21. A larga banda que ocorre em torno de 3100 cm™ pode ser
atribuida as deformacdes da ligacdo O—H, associada principalmente a agua, e, nos espectros b),
c) e d), esta sobreposta ao estiramento da ligacdo N—H do grupo amino da quitosana (KALKAN
et al., 2011; MORHARDT et al., 2014). As bandas de 2800 cm™ a 3000 cm™ estdo presentes
devido ao estiramento das ligagdes C-H (SOLOMONS; FRYHLE, 2011). Em 1632 cm™ a
banda esta associada a deformacdo angular das ligacbes O-H da agua (LARSEN;
WOUTERSEN, 2004). O pico em 1550 cm™ no espectro b) (PMQ) é referente as vibragoes de
flexdo da ligagdo N—-H disponiveis na quitosana antes de ser ativada (SUN et al., 2017). Apds
a ativacdo, nos espectros da PMQ ativada com glutaraldeido (espectro c¢) e da PMQE (espectro
d), o pico em 1632 cm™ foi deslocado para 1643 cm™, pois nessa regido também ocorre o
estiramento da ligacdo imina C=N (SUN et al., 2017), confirmando a ligacao do glutaraldeido
a quitosana. Observou-se a formagédo de um pico em 1569 cm™ nestes dois Gltimos espectros,
que pode ser atribuido ao ion carboxilato (COO’) (MORHARDT et al., 2014) presente na
amostra, devido as lavagens com tampdo acetato de sodio apds a ativacdo com glutaraldeido e
apos a imobilizacdo da enzima. Ndo houve diferenca entre estes espectros, que seria em funcéo
da imobilizacdo da enzima, pois a ligacdo do grupo amino da enzima a carbonila do
glutaraldeido esta representada no mesmo local da ligacéo do glutaraldeido com a quitosana.

Em 1710 cm™ percebeu-se um fraco degrau no espectro da PMQ ativada com
glutaraldeido (espectro c¢), que se torna mais fraco ainda quando a enzima é imobilizada
(espectro d). Este pico esta relacionado ao estiramento da carbonila do glutaraldeido que nédo
reagiu (COLLINS; LASSALLE; FERREIRA, 2011). O pico a 1380 cm™ dos espectros cuja
amostra possui quitosana, é atribuido ao estiramento da ligacéo do alcool primario da quitosana
(LIU et al., 2012), que foi deslocado para a esquerda no espectros c) e d) pela presenca do ion
carboxilato, no qual o pico é na regido de 1413 cm™ (MORHARDT et al., 2014). Na regiéo de
1074 cm™ ocorrem as vibragdes de estiramento da ligagdo C-O—C da quitosana (GREGORIO-
JAUREGUI et al., 2012; KALKAN et al., 2011). Por fim, as vibragdes em 558 cm™ sdo

caracteristicas da ligacdo Fe—O do ndcleo magnético (SUN et al., 2017).



Figura 21 — Espectros de infravermelho das particulas magnéticas (PM), das particulas
magnéticas com quitosana (PMQ), das particulas magnéticas com quitosana ativadas com
glutaraldeido e das particulas magnéticas recobertas com quitosana e com a enzima
imobilizada (PMQE)
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, a lacase de M. palmivorus e uma lacase comercial de T. versicolor foram
imobilizadas em particulas magnéticas recobertas com quitosana. Comparando as duas lacases,
observou-se que a lacase de M. palmivorus apresentou maior atividade especifica (43x) em
relagdo & enzima comercial. Além disso, a lacase bruta foi mais resistente a condi¢des alcalinas
e a temperaturas mais elevadas em comparacdo com a lacase comercial. A imobilizacdo
melhorou a estabilidade térmica da lacase bruta e da lacase comercial, porém a enzima
comercial mostrou-se mais estavel, enquanto que a atividade da lacase purificada foi
prejudicada pelo efeito negativo do suporte.

A lacase bruta, em ambas as formas, nao foi estavel ao armazenamento, no entanto, a
purificacdo da enzima proporcionou estabilidade semelhante a lacase comercial. A reacdo de
descoloracdo do alaranjado de metila foi auxiliada com o uso de um mediador (ABTS), uma
vez que o potencial redox da lacase de M. palmivorus néo foi alto o suficiente para oxidar o
corante.

Este trabalho teve a importancia de demonstrar a utilizacdo de um suporte de facil
preparacdo e recuperagdo do meio reacional, confirmado pela magnetometria de amostra
vibrante, e de baixo custo, podendo ser reutilizado até 30 vezes mantendo um minimo de 60%
de descoloracdo relativa e sem apresentar desgaste mecanico visivel. A andlise da area
superficial especifica do suporte demonstrou que a quitosana praticamente dobrou a area da
particula magnética para a imobilizacdo da enzima, e os espectros de FTIR apresentaram

caracteristicas compativeis com os dados relatados na literatura.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Testar outros compostos passiveis de oxidacdo pela lacase de M. palmivorus, sem a
necessidade da adicdo de mediadores;

e Obter maior quantidade da enzima purificada para realizar analise de estabilidade
térmica, pH e temperatura 6timos;

e Utilizar outros suportes para a imobilizagdo da lacase de M. palmivorus que ndo
contenha Fe e fornega maior protegédo para a enzima,;

e Avaliar a estabilidade de armazenamento com as enzimas liofilizadas.
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