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RESUMO

As lacases (EC 1.10.3.2) sdao fenol-oxidases associadas a habilidade de degradar a
lignina e outros compostos recalcitrantes, como xenobiodticos e varios tipos de corantes
sintéticos. Lacases catalisam a oxida¢do de varios compostos aromaticos com concomitante
reducdo do oxigénio a dgua. Neste trabalho sdo apresentados os resultados de imobilizagao do
extrato de lacases de Pleurotus sajor-caju PS2001 em filmes poliméricos de poliamida 6,6
(PA) e polissulfona (PSU), utilizando glutaraldeido como agente de ligagdo.

A solucdo enzimatica de lacases foi obtida em meio sélido contendo serragem de
Pinus spp cultivado com P. sajor-caju. As proteinas da solugdo enzimatica foram
imobilizadas em filmes de PA e PSU. O processo de imobilizagdo foi estudado quanto ao pH
otimo, sendo os filmes caracterizados quanto a quantidade de proteinas imobilizadas e
atividade de lacases. As membranas de PA apresentaram maior atividade de lacases quando
comparadas com as de PSU. Observou-se uma reducao do pH 6timo para atividade de lacases
imobilizadas, utilizando-se o tampdo acetato e um aumento em tampao Mcllvaine. A maior
atividade de lacases foi obtida apos 6 h de imobilizacdo, em reagdo a 30°C, com agitagdo
constante, tanto para os filmes de PA quanto para os de PSU. Verificou-se descoloracio de
aproximadamente 90% da solug¢do 25 mg/L do corante Reactive Blue 220, ap6s 24 horas de
reacdo, utilizando membranas de PA com a enzima imobilizada. Aproximadamente 50% da
descoloragao obtida deve-se a adsor¢do do corante pela membrana. Resultados semelhantes
foram obtidos com a utilizacdo do corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR), com adicao de
Reactive Blue 220. Nao foi observada descoloracdo sem adi¢cdo do Reactive Blue, sugerindo
uma acdo semelhante a um mediador, proporcionando a descoloragdo do RBBR. Apesar de
serem observadas atividades de lacases imobilizadas nas membranas de PSU, utilizando-se

ABTS como substrato, ndo foi observada descoloragao dos corantes analisados.
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ABSTRACT

Laccases (EC 1.10.3.2) are phenol-oxidase enzymes associated to the degradation of
lignin and a wide variety of recalcitrant compounds, such as xenobiotics and different types of
dyes. Laccases catalyze the oxidation of various aromatic compounds with the concomitant
reduction of oxygen to water. In this work, the results of immobilization of Pleurotus sajor-
caju PS 2001 laccases in polyamide 6,6 (PA) and polysulfone (PSU) films, using
glutaraldehyde as linking agent, are presented.

The enzymatic solution containing laccases was obtained from solid medium with
Pinus spp sawdust cultivated with P. sajor-caju. The proteins present in this solution were
immobilized in PA and PSU films The immobilization process was studied with respect to the
optimum pH, and the films were evaluated to determine the protein content and laccase
activity. PA membranes showed higher laccase activity than PSU ones. With immobilized
enzymes, a reduction of the optimum pH for laccase activity was observed, using acetate
buffer and a increase using Mcllvaine buffer. The higher laccase activity was achieved after 6
h of immobilization, at a reaction temperature of 30°C, under agitation, for both PA and PSU
films. Discolouration of approximately 90% of solution 25 mg.L™" of the dye Reactive Blue
220 was verified, after 24 hours of reaction, using membranes of PA with the immobilized
enzyme. Approximately 50% of the discolouration would be attributed from the adsortion
process of the dye for the PA membrane. Similar results had been gotten with the use of the
dye Remazol Brilliant Blue R (RBBR), with addition of Reactive Blue 220. Discolouration
without addition of the Reactive Blue was not observed, suggesting a similar action to a
mediator, providing the discolouration of the RBBR. Although to be observed immobilized
activities of lacases in the membranes of PSU, using ABTS as substratum, discolouration of

the analyzed corantes was not observed.






1 INTRODUCAO

A atividade industrial gera grande quantidade de efluentes solidos e liquidos. Alguns
destes efluentes liquidos contém compostos com grande potencial de contaminagdo, capazes
de provocar alteragdes no ambiente, além de toxicidade e mutagenicidade em seres vivos.

A legislacio ambiental de paises desenvolvidos, e mesmo a de paises em
desenvolvimento, vem exigindo melhor qualidade dos efluentes industriais, estimulando
assim o desenvolvimento de pesquisas que conduzam a tratamentos mais eficientes.

Uma das alternativas tecnoldgicas encontradas para a degradacdo de compostos
organicos altamente reativos estd baseada no emprego de fenol-oxidases, principalmente
lacases e peroxidases, produzidas por varios fungos de degradacdo branca, que possuem
mecanismos eficientes no processo de degradagdo da lignina.

Estudos realizados utilizando as fenol-oxidases produzidas por fungos basidiomicetos,
sugerem que estas enzimas podem ser empregadas em tratamentos de efluentes das industrias
teéxtil e de papel e celulose e no biobranqueamento das polpas de celulose. As lacases ja tém
sido utilizadas industrialmente na clarificacdo de vinhos e sucos e no clareamento de tecidos.

Os tratamentos enzimaticos com fenol-oxidases apresentam baixa seletividade ao
substrato quando comparados aos métodos convencionais de tratamentos utilizados pela
industria. Entretanto, a utilizagdo da tecnologia enzimatica ainda apresenta altos custos de
produgdo, de separacdo e de purificagdo das enzimas, além de dificuldade na reutilizacdo das
enzimas em processos industriais.

A possibilidade de utilizar enzimas imobilizadas representa redugdo significativa de
custos para a industria, pois elas podem ser reutilizadas e geralmente apresentam uma maior

estabilidade a variaveis como temperatura e pH durante o processo.
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O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar a atividade de lacases livres e
imobilizadas, visando contribuir para o desenvolvimento de novas tecnologias de tratamento
de efluentes. Os objetivos especificos foram:
- produzir, extrair e concentrar lacases do extrato bruto, obtido do cultivo sélido de
Pleurotus sajor-caju;

imobilizar lacases em membranas poliméricas;

comparar a atividade das enzimas livres e imobilizadas;

avaliar a reutilizacdo dos filmes poliméricos com enzimas imobilizadas;

avaliar a capacidade de degradacdo de solugdes de corantes téxteis por filmes

poliméricos com lacases imobilizadas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Basidiomicetes

Os fungos sdo organismos eucaridticos quimioorganotroficos, 0s quais apresentam
dois tipos morfoldgicos principais: os fungos filamentosos, assim chamados por formarem
hifas (ou filamentos revestidos de parede rigida), e as leveduras, fungos normalmente

unicelulares (Loguercio-Leite & Esposito, 2004).

Ainda segundo Loguercio-Leite & Esposito (2004), os fungos constituem um grupo
muito diversificado no que diz respeito a forma, a estrutura e a capacidade metabolica. A
maior parte deles desenvolve-se de matéria organica morta e seu crescimento ¢ afetado por
fatores fisicos e quimicos como temperatura, umidade, concentracdo de oxigénio, pH,

micronutrientes, fontes de carbono e nitrogénio, entre outros.

Reconhece-se a existéncia de trés classes de fungos filamentosos: os basidiomicetes,
os ficomicetes e os ascomicetes. Os fungos basidiomicetes possuem a habilidade de
desenvolverem-se em qualquer substancia organica, fazendo uso de substratos variados. As
fontes de carbono como polissacarideos, lignina, glicose, manose, frutose, 6leos e acidos
organicos sao importantes fornecedores de energia para a atividade metabolica dos cogumelos
e constituem a base para a sintese de proteinas e substincias de reserva (Peralta et al., 2004a;
Moda, 2003). Dessa forma, desempenham importante papel de decompositores na natureza,
assimilando elementos e transformando-os em substancias mais simples, permitindo a
reciclagem dos nutrientes. Podem ser saprofitas, colonizando matéria organica em
decomposicao ou parasitas, quando as hifas colonizam matéria organica viva, sobre ou dentro

do hospedeiro (Loguercio-Leite, 2004).
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Muitos fungos possuem a capacidade de degradar a celulose. Contudo, ¢ sua
capacidade de degradar rapidamente a lignina que tem atraido a atencdo de cientistas (Cloete
& Malherbe, 2002).

Os fungos podem ser classificados de acordo com sua capacidade de degradar a
lignina, celulose e hemicelulose em fungos da degradacdo branca, fungos da degradagdo
macia e fungos da degradagdo marrom. Conforme Duran (2004), tanto os fungos da
degradagdo macia (ascomicetes e deuteromicetes) quanto os fungos da degradacdo marrom
(basidiomicetes) possuem capacidade limitada de degradacdo da lignina, degradando
preferencialmente polissacarideos, celulose e hemicelulose. Para Cloete & Malherbe (2002),
os fungos da degradacgdo branca (basidiomicetes) possuem um sistema enzimdtico capaz de
degradar a lignina, permitindo sua utilizagdo no ciclo do carbono. Leonowicz et al (1999)
consideram os fungos da degradagdo branca ou basidomicetes os principais responsaveis pela
degradagdo da lignina, em razdo de produzirem as enzimas necessarias para a degradacdo do
substrato em moléculas menores, que podem ser utilizadas pela célula. Eichlerova et al (2005)
afirmam que o mecanismo de agdo desse sistema enzimatico ndo ¢ especifico, possibilitando a
degradagdo da lignina e de uma grande variedade de poluentes como hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (PAH), pesticidas, polimeros sintéticos e corantes sintéticos.

2.2 Género Pleurotus

Entre os basidiomicetes de degradagdo branca mais estudados, encontram-se as
espécies de Pleurotus que se distinguem por apresentar corpos de frutificagdo com estipes
concéntricas e carpoforos em forma de concha de ostra (Rajarathnam & Bano, 1989). Para
Furlan et al. (2000), o pH de desenvolvimento (crescimento micelial) deve estar em torno de

3,5 sendo capazes de crescer a uma temperatura de 30°C.



Ainda segundo Rajarathnam & Bano (1989), P. sajor caju (Fig. 1) tem sido cultivado
em muitas partes do mundo devido a sua habilidade saprofitica de colonizar residuos de
plantas rapidamente, com alta produtividade. Sua classificacdo, segundo Alexopoulos & Mins
(1985), ¢ a seguinte:

Reino Fungi

Divisao Basidiomycota

Classe Basidiomycetes

Subclasse Holobasidiomycetidae

Ordem Agaricales

Familia Tricholomataceae

Género Pleurotus

Espécie Pleurotus sajor-caju (Fr) Singer.

Segundo Pinkoski & Thomas (1998), os basidiomicetes tém sido estudados na
degradagdo de fendis e corantes sintéticos contidos em efluentes industriais, por sua

capacidade de atacar polifenois, utilizando seu sistema enzimatico ndo especifico.

Figura 1. Cultivo s6lido de Pleurotus sajor-caju (Keller, 2001).



2.3 Cultivo de basidiomicetes

Pesquisas no cultivo de cogumelos visam o aprimoramento de técnicas que
proporcionem a redugdo dos custos da produgdao e/ou aumento de produtividade (Maziero,
1999). O tipo e a composi¢ao quimica do substrato, o teor de agua, o pH e mesmo as
condi¢des do ambiente, como temperatura e luz, podem interferir no desenvolvimento ¢ na
eficiéncia do micélio em transformar o substrato em matéria organica comestivel (Zanetti &

Ranal, 1997).

2.3.1 Cultivo solido

Cultivos em estado so6lido s3o caracterizados pelo desenvolvimento de
microrganismos em meio umido, sem agua livre, contendo materiais insoluveis, que exergam
a fun¢do de suporte e fonte de nutrientes (Couto & Sanromam, 2006).

O crescimento dos fungos filamentosos se da por alongamento das células e
ramificagdo das hifas, que crescem sobre o meio que serd colonizado, ¢ ocorre nas suas
extremidades, as quais se expandem continuamente devido a chegada do novo material
celular, que ¢ transportado as pontas por correntes citoplasmaticas, sendo sintetizado nas
zonas subapicais do micélio com capacidade de crescimento. A medida que as hifas crescem
em comprimento, contribuem para a biossintese por adsor¢ao e metabolizagdo dos nutrientes
do meio. Fatores ambientais como temperatura, grau de umidade, pH e aeragcdo podem afetar
o crescimento, segundo Ferraz (2004).

Para o cultivo sélido de cogumelos, podem ser aproveitados residuos agroindustriais
como substratos a base de cana-de-aglicar, palha de trigo, palha de arroz, gramineas,
serragens, polpa e casca de frutas, folhas de bananeira, etc. (Donini et al., 2005).

Ao revisar a literatura apresentada por Maziero (1990), verifica-se que as espécies do

género Pleurotus ja foram cultivadas em mais de 30 diferentes residuos de origem animal ou
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vegetal. Keller (2001), Munari (2003) e Silva (2004) utilizaram serragem de Eucalyptus spp.
para o cultivo so6lido de Pleurotus sajor-caju e observaram que este substrato proporcionou
bons resultados em relagdo a producao de biomassa.

Couto & Sanromdm (2006) avaliaram a producdo de enzimas lignoliticas em cultivos
solidos de Trametes hirsuta e observaram que a produgdo de lacase inicia-se no 6° ou 7° dia
de cultivo, alcancando o maximo entre o 14° e o 16° dia. Apds a extracdo da solugdo
enzimatica, os autores analisaram a degradacdo dos corantes Lissamine Green B, Acid Black
(azo) e Niquel (IT) phthalocyanine, utilizando dois diferentes valores de pH (5,0 e 3,0), em
meio liquido, contendo o caldo enzimatico. Os resultados demonstraram que os corantes que
estavam em pH 3,0 apresentaram uma redugdo maior de cor que corantes que estavam a pH
5,0, indicando que o processo de descoloragdo mediado por lacases ¢ fortemente influenciado
pelo pH da reagao.

Peralta et al. (2004b) avaliaram a descoloracdo de corantes industriais durante o
cultivo de Pleurotus pulmonaris em estado sélido, em meio composto por espiga de milho,
tartarato de amonio e glicose. Apos seis dias de andlise, observou-se total descoloragdo da
maioria dos corantes analisados.

Segundo Couto & Sanromam (2006), fermentagdes em estado soélido possuem
algumas vantagens em relag@o a cultura em meio liquido, pois os equipamentos necessarios a
fermentagdo sdo menos sofisticados e o custo dos materiais ¢ menor. Além disso, as
fermentagdes em estado solido simulam as condi¢des naturais de crescimento dos fungos de
degradagado branca, estimulando a produ¢@o de enzimas lignoliticas. Apesar destas vantagens,
podem apresentar dificuldades no controle da temperatura, pH e oxigena¢do do meio durante

0 Processo.



2.3.2 Cultivo liquido

Apesar da maioria dos produtores comerciais utilizarem métodos tradicionais de
cultivo para a produgdo de Pleurotus sp., outros processos tém sido desenvolvidos utilizando
meios de cultivo liquidos, muitas vezes com adicdo de compostos xenobidticos como corantes
ou compostos fendlicos.

Estudos realizados por Bettin (2005), com P. sajor-caju crescido em cultivo submerso,
mostraram que, na presenca de nutrientes, micronutrientes e sacarose, o fungo ¢ capaz de se
desenvolver e produzir enzimas. Neste trabalho, foi avaliada a quantidade de biomassa e a
producdo de lacases em cultivos utilizando frascos agitados e biorreator de bancada de 5 L.
Observou-se que, com adi¢do de 4cido galico e CuSOs, ocorreu uma aumento tanto da
biomassa como da producdo de lacases em bioreator de bancada.

Welander et al. (2006) avaliaram a descoloragdo dos corantes Reactive Red 2 (corante
antraquindnico) e Reactive Blue 4 (corante azo) em bioreator de bancada, utilizando o fungo
T. versicolor em meios de cultivo liquido contendo glicose, macro e micronutrientes, além
dos corantes analisados. Observaram que, ap6s 15 dias de cultivo, ocorreu uma redugao de até
85% na absorbancia relativa ao corante Reactive Blue 4, indicando modifica¢ao na estrutura
do corante.

Eichlerova et al. (2005) estudaram a descolora¢dao dos corantes Orange G (azo) e
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (antraquinona) pelos fungos de degradacdo branca
Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum e Pleurotus calyptratus em frascos agitados,
com suplemento e auséncia de fontes de nitrogénio. Apos 14 dias, foi observada reducdo da
cor do Orange G nos cultivos de I. resinosum e P. calyptratus, possivelmente relacionados
com a quantidade de lacase presente no meio. Ja o corante RBBR sofreu efeito da manganés

peroxidase, presente nos cultivos de P. calyptratus.
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Martinez et al. (2004) avaliaram a habilidade dos fungos Pleurotus eryngii, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonaris e P. sajor-caju de degradar compostos fenolicos ¢ nao-
fenolicos em meios de cultura liquidos e em palha, pela adicao de 2,4-diclorofenol (2,4-DCP)
e benzopireno. Os resultados sugerem que as quatros espécies de Pleurotus sp. podem ser
utilizadas para a degradacdo de compostos aromaticos poluentes utilizando palha como

substrato de crescimento.

2.4 Celulose, hemicelulose e lignina

A celulose ¢ a substancia organica mais abundante da Terra. E um polimero linear

formado por unidades de anidro-glicose unidas por meio de ligagdes [-(1-4)-glicosidicas

(Fig. 2) (Rajarathnam & Bano, 1989).

Figura 2. Estrutura de um fragmento de celulose (Tavares, 2006).

A degradacao da celulose ocorre pela agdo de trés grupos de enzimas: as endo-1,4-3-
glicanases, que rompem a molécula ao acaso e liberam fragmentos menores; as exo-1,4-3-
glicanases, que hidrolisam pelas pontas os fragmentos menores e as 1,4-B-glicanases que
hidrolisam a celobiose até a glicose (Ferraz, 2004).

A celulose esta estruturalmente ligada a hemicelulose e a lignina, ndo sendo assim um
substrato facilmente acessivel. Fisicamente, a celulose ¢ um material solido e branco que

existe no estado amorfo-cristalino. A forma cristalina ¢ resistente ao ataque quimico e a
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degrada¢do microbiana enquanto que a forma amorfa é primeiramente atacada e degradada
(Tavares, 2006).

As hemiceluloses podem representar at¢ 20% dos diferentes tipos de materiais
lignoceluldsicos. Sao estruturas compostas por agucares na forma de pentoses e hexoses,
facilmente hidrolisdveis. As pentoses mais encontradas sdo a xilose e a arabinose, enquanto
que as hexoses presentes na hemicelulose sdo a glicose, manose e galactose (Rajarathnam &
Bano, 1989). Assim como as celulases, as endo-hemicelulases hidrolisam o polimero ao
acaso; as exo-hemicelulases hidrolisam os fragmentos gerados pelas endo-hemicelulases e as
xilosidases hidrolisam dimeros a agucares monoméricos (Ferraz, 2004).

A lignina ¢ um polimero formado por unidades de fenilpropano unidas por diferentes
tipos de ligacdes (Fig. 3) (Rajarathnam & Bano, 1989), ¢ muito resistente a degradagdo por
microrganismos em condi¢des naturais (Arora & Gill, 2002). Varias enzimas estdo associadas
direta ou indiretamente a biodegradac¢do da lignina, incluindo-se manganés-peroxidase (MnP),
lignina-peroxidase (LiP) e lacases. Estas enzimas podem ser ordenadas segundo seus
potenciais de oxidagdo: LiP > MnP > Lacases. As LiPs apresentam potencial de oxidagdo
suficientemente elevado para abstrair elétrons de estruturas fenolicas. As MnP, assim como as
lacases, apresentam potencial de oxidacdo suficiente, somente, para oxidar estruturas

fenodlicas (Hatakka et al., 2000).
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Figura 3. Estrutura quimica da lignina (Barr & Aust, 1994).

Fungos de degradagdo branca produzem varias isoformas extracelulares de enzimas
oxidases, incluindo lacases, MnP, LiP, que estdo envolvidas no processo de degradag¢do da
lignina em seus substratos lignocelulosicos naturais. As fenol-oxidases sdo enzimas ndo

especificas com relacdo ao substrato, o que permite que os microrganismos produtores sejam
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capazes de degradar compostos cujas estruturas sejam semelhantes aos derivados de lignina
(Silva & Gomes, 2004).

Com relacdo a producao, alguns fungos de degradag¢do branca produzem todas as trés
enzimas, enquanto outros produzem apenas uma ou duas delas afirmam Peralta et al (2004a),
Hatakka et al. (2005) e Arora & Gill, (2000). Fungos de degradagdo branca como
Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera adusta, Trametes versicolor e Phlebia radiata ja
foram descritos como grandes produtores de lacases e capazes de degradar varios corantes

(Leonowicz et al., 1999).

2.5 Lacases

As lacases sdo cuproproteinas, que fazem parte de um pequeno grupo de enzimas
denominadas oxidases azuis (Messerschimidt, 1994; Duran et al., 2002). Inicialmente, as
lacases foram descobertas nos exsudatos da arvore japonesa Rhus vernicifera e descritas por
Yoshida em 1883, sendo posteriormente identificadas em fungos, insetos e eubactérias
(Hatakka et al., 2005; Thurtson, 1994). Elas sdo glicoproteinas que normalmente contém
cobre em seu centro ativo, embora ja tenham sido identificadas lacases fungicas com outro
tipo de metal além do cobre (Solomon et al., 1996).

As lacases extraidas de plantas sdo mondmeros extracelulares com contetdo de
carboidratos de 22-45% da massa da proteina, possivelmente envolvidas na biossintese da
lignina e possuem caracteristicas distintas das lacases fungicas. Em fungos ja foram
identificadas diferentes isoenzimas de lacases, sendo que um mesmo fungo pode produzir a
enzima intra ¢ extracelular (Duran et al., 2002). Normalmente, seu conteudo de carboidrato ¢é
um pouco menor que o de plantas, 10-25%, podendo apresentar enormes variagdes (15-41%)
(Peralta et al., 2004b). A fungdo fisiologica desses biocatalisadores ¢ diferente nos varios

organismos em que estdo presentes, mas todas catalisam processos de polimerizacdo ou
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despolimerizagdo. Em plantas, estdo envolvidas na formagdo da parede celular e, junto com as
peroxidases, na lignificacdo (Riva, 2006). Estas enzimas também podem estar associadas a
fatores de viruléncia em muitas doengas causadas por fungos (Chattoo & Iver, 2003). Para as
lacases fungicas, foram descritas trés possiveis funcdes: (1) formacdo do pigmento; (2)
degradagdo da lignina; (3) detoxificagao (Solomon et al., 1996). Uma das possiveis fungdes
da lacase pode ser a detoxificagdo de quinonas de baixo peso molecular e fenodis produzidos
durante a quebra da lignina, sua oxidagdo e polimerizagdo, pois esses produtos sdo toxicos
para o fungo (Sanroman et al., 1997). As lacases possuem massas molares entre 60-100 kDa
(Duran, 2004). Entre as lacases fungicas, pode ser observada uma grande variabilidade no
mecanismo de indugdo, grau de polimorfismo e caracteristicas fisico-quimicas (massa
molecular, ponto isoelétrico e conteido de carboidratos) e propriedades cinéticas. Em
algumas espécies de fungos, a adicdo de indutores ao meio de cultura pode resultar na
biossintese de novas formas extracelulares (Bonomo et al., 1988; Duran et al., 2002; Giardina
et al., 2003; Shleev et al., 2004).

As lacases sdo oxidoredutases que catalisam a oxida¢do de numerosos compostos
aromaticos (principalmente fendis), com concomitante reducdo de oxigénio para agua
(Thurtson 1994; Duran & Esposito, 2000; Soden et al., 2001; Riva, 2006) e possuem quatro
atomos de cobre ligados ao centro ativo. De acordo com suas caracteristicas espectroscopicas,

podem ocorrer trés tipos de cobres: o cobre tipo 1 ou T1, que d4 a cor azul as enzimas,
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também conhecidas como lacases azuis; o cobre tipo 2 (T2) ou normal e o cobre tipo 3 (T3),

binuclear, que ¢ formado por dois 4tomos de cobre associados entre si (Fig. 4) (S6lomon et

al., 1996; Peralta et al., 2004b).

Figura 4: Representacéo da estrutura tridimensional dos centros de cobre da lacase (Claus, 2004).

De acordo com Call & Miicker (apud Duran & Esposito, 2000), os cobres tipo 1 ¢ 2
estdo envolvidos na captura e transferéncia de elétrons, enquanto os cobres tipo 2 e 3 estdo
envolvidos na ligagdo com o oxigénio.

O ciclo catalitico das lacases compreende trés passos principais (Fig. 5): reducdo do
cobre tipo 1 pelo substrato; transferéncia eletronica interna do cobre tipo 1 para os cobres
tipos 2 e 3; transferéncia de elétrons do cobre para O,, reduzindo-o para H,O (Wesenberg et

al., 2003).

Lacase reduzida Nivel —perdxido

+ - Intermediario
K('.'.?l..l 0, Cu
- . HO-O' 2
G“jo;[:” ;—p Cmr_ﬁ,(:u
H H H
* +
Cu Cu
H., .
4 B H,O
4 AH
bt T
Cu Cu
H=0 24 Fid H_q + 2%
_ Cu-,.Cu 4—— Cu._.Cu o )
Lacase oxidada i Intermediéario nativo
H H
2+ 2+
Cu Cu |

Figura 5. Ciclo catalitico da lacase (adaptado de Wesenberg et al., 2003).
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Em geral, as lacases apresentam baixa especificidade para os substratos redutores,
quando comparada com sua alta preferéncia pelo O, como substrato oxidante. A oxidagdo dos
substratos redutores tipicamente envolve a formagao de radicais livres, apos a transferéncia de
um elétron para a lacase, sendo que o radical pode sofrer uma oxidagao catalisada pela lacase
ou reagir por rotas ndo enzimaticas (Thurston, et al., 1994; Eriksson et al., 1996; Mayer &
Staples, 2002).

Por possuirem uma baixa especificidade ao substrato, a atividade catalilica das lacases
depende da fonte. Bifenodis simples como hidroquinona e catecol sdo bons substratos para a
maioria das lacases, mas guaiacol e 2,6-dimetoxifenol geralmente sdo os melhores substratos.
As lacases também sdo capazes de catalisar a oxidagdo de outros polifendis, aminas
aromaticas, ¢ uma série de outros compostos como corantes fendlicos, clorofenois,
benzopirenos, organofosforados (Duran et al., 2000; Chen et al; 2002; Denizli et al.; 2005).
As reagdes catalisadas por lacases dependem, basicamente, do potencial redox da temperatura
e do meio de reagdo (Elegir et al., 2005)

Freqiientemente, os substratos de interesse ndo podem ser oxidados diretamente pelas
lacases, pois sdo grandes demais para o sitio ativo da enzima ou possuem um potencial redox
particularmente alto (Gonzalez et al., 2005; Riva, 2006). E possivel superar essa limitagio
com a adi¢do de mediadores quimicos, compostos que podem ser oxidados por lacases,
formando intermedidrios capazes de interagir com outros substratos que possuem potencial
redox mais alto (Fig. 6) (Bourbonais & Paice, 1990; Gentili et al., 2003).

Diferentes compostos naturais ou sintéticos podem atuar como intermediarios
eletronicos ou mediadores, expandindo as reagdes catalisadas por lacases para a produgdo de
espécies ativas de oxigénio, oxidando unidades ndao fenodlicas de lignina, corantes azo e
indigo, ¢ outros PAH que ndo seriam naturalmente oxidados pelas lacases (Saparrat et al.,

2002).
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0, Lacase Mediador o Substrato

H,O Lacaseox Mediador Substrato,y

Figura 6: Utilizacdo de mediador na oxidacéo de substratos pela lacase. (adaptado de Zille et al. 2005).

Viarias aplicagdes para lacases ja foram propostas. Especificamente, a oxidagdo de
derivados fenolicos tem sido estudada em processos de biorremediagao para descontaminagao
de efluentes industriais. Os derivados polifendlicos poliméricos normalmente sdo o resultado
da a¢do oxidativa das lacases que, por serem freqiientemente insoluveis, podem ser separados
do sistema facilmente por filtracdo ou sedimentacao (Riva, 2006).

O sistema lacase-mediador pode representar uma alternativa para o processo de
clareamento de polpa de celulose e papel, competindo com eficientes oxidantes sintéticos
como hipoclorito. Sua utilizagdo pode ser rapidamente implementada no processo industrial,
além de possuir beneficios ambientais, possibilitando a substitui¢do do ClO, nos moinhos de
clareamento (Elegir et al., 2005).

Foram sugeridas varias aplicagdes para lacases nas industrias téxtil, de corantes ou de
impressao — em processos relacionados a descoloragdo de corantes — e em industria de papel e
de polpa de celulose — para a deslignificagdo de fibras de madeira, particularmente durante o
processo de branqueamento. Em muitas dessas aplicagdes, as lacases sdo utilizadas junto com
um mediador quimico (Guaratini & Zanoni, 2000; Jolivalt et al., 2000; Kunz et al., 2002;
Riva, 2006).

Uma das muitas desvantagens de se utilizar enzimas livres em diferentes processos ¢
sua instabilidade frente a alteragdes térmicas, desnaturagdo em alguns valores de pH,
protedlise e inativag@o por inibidores. A imobiliza¢do de enzimas em suportes sélidos muitas

vezes aumenta a estabilidade e possibilita sua reutilizagdo (D’ Annibale et al., 2000).
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2.6 Peroxidases: lignina-peroxidase e manganés-peroxidase

As peroxidases sao heme-proteinas, amplamente distribuidas na natureza, que
catalisam a oxida¢ao do substrato na presenca de perdxido de hidrogénio (H,O,). As enzimas
conhecidas como lignina-peroxidase (LiP) (E.C. 1.11.1.14) e manganés-peroxidase (MnP)
(E.C. 1.11.1.13) foram isoladas, inicialmente de P. chrysosporium e, posteriormente, de
outros basidiomicetes e ascomicetes (Baker & Sinitsyn, 1993; Duran et al., 1998; Duran &
Esposito, 2000; Arora et al.; 2000; Martinez, 2002).

Os ciclos cataliticos da LiP e MnP s3ao semelhantes aos de outras peroxidases (Peralta
et al., 2004a). No estado de repouso, o ferro do grupo heme da peroxidase esta no estado
férrico (Fe III). O H,O, oxida a enzima férrica por dois elétrons para uma forma da enzima
conhecida como composto I, um radical cationico (Fe V). Entdo, um composto quimico pode
ser oxidado por um elétron até um radical e o composto I pode ser reduzido ao composto II.
Uma subseqiiente oxidagdo de outra molécula pelo composto II faz a peroxidase retornar ao
seu estado férrico (Barr & Aust, 1994).

A LiP ¢ uma glicoproteina que contém o grupo heme (ferro protoporfirina IX) em sua
estrutura, com massa molar de 38-43 kDa, sendo capaz de mineralizar uma ampla variedade
de compostos recalcitrantes aromaticos e oxidar varios compostos fendlicos, nao-fenolicos e
policiclicos aromaticos (Duran, 2004; Duran & Esposito, 2000).

A MnP ¢ considerada uma das principais enzimas envolvidas no processo de
degradacao da lignina e compostos xenobidticos aromaticos. Sdo proteinas extracelulares,
glicosiladas, expressas em multiplas formas, com massas moleculares variando de 40 a
48 KDa (Peralta et al., 2004a). A MnP oxida Mn" para Mn" na presenca de H,0O,. Para
estabilizar a formag¢do de Mn", ¢é necessaria a presenga de um 4cido quelante que, em geral, é

um acido dicarboxilico secretado por fungos. Em reacdes de peroxidacdo mediadas por
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lipidios, a MnP oxida, preferencialmente, sub-estruturas ndo fendlicas de lignina (Hatakka et
al., 2005).

Hatakka et al. (2005) produziram MnP em cultivos sélidos do fungo de degradagao
branca Physisporinus rivulosus. As isoformas de MnP foram purificadas por cromatografia e

caracterizadas, indicando a presenc¢a de enzimas com massa molecular entre 47 e 52 KDa.

2.7 Imobilizacao

O desenvolvimento de técnicas de imobiliza¢do tem sido importante por proporcionar
a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separa¢do dos produtos e aumentar a estabilidade em
solventes organicos (Nascimento et al., 2004).

A obtengdo de enzimas imobilizadas foi efetuada, pela primeira vez, por Nelson &
Griffin, em 1916, que adsorveram a enzima invertase em carvao ativado e alumina, com
retengdo de sua atividade catalitica. O desenvolvimento dos processos de imobilizagdo de
enzimas ocorreu a partir de 1960. Em 1969, no Japao, foi implantado o primeiro processo
industrial utilizando enzimas imobilizadas para producdo de L-aminoacidos, seguido da
implantacdo, nos Estados Unidos, em 1972, do processo de isomerizacdo de glicose em
frutose, empregando-se glicose-isomerase imobilizada. Desde entdo, novos processos de
imobilizacdo e novas aplicagdes industriais t€ém sido relatados na literatura (Zanin & Moraes,
2004).

Viarios métodos, baseados principalmente em mecanismos fisicos e quimicos sdo
utilizados para imobilizacdo de enzimas os quais podem ser aplicados para a imobiliza¢ao de
enzimas em suportes soélidos ou géis (Duran et al., 2002; Giambierini et al., 1994). Os
métodos quimicos de imobilizagdo incluem ligagdes covalentes entre a enzima e a matriz,

reticulagdo (cross-linking) entre a enzima e a matriz e reticulagdo enzimatica por reagentes
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multifuncionais. Os métodos fisicos envolvem a adsor¢do, o encapsulamento de moléculas de
enzimas nos poros das fibras, o confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos
insolaveis ou em micelas (Duran et al., 2002).

A imobilizacdo quimica envolve ligacdo covalente entre a enzima e o suporte
polimérico. Ocasionalmente, o sitio ativo pode ser bloqueado pela ligacdo com o suporte.
Contudo, se a ligagdo covalente ndo inviabilizar o sitio ativo, pode-se obter uma eficiéncia
catalitica maior (Palet et al., 2006). A Figura 7 mostra, esquematicamente, a classificacdo dos
métodos utilizados para a imobilizagdo de enzimas (Nascimento et al., 2004).

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
|

Encapsulagio Ligagia

1
| |
I I Por ligagéo
Em matriz Em membrana Por adsorciio Covalente
(fisica ou ionica) I
l |

%%E "*'[icrfll-cépsulas Entre me:l:bmnas = No suporte Por ligagio cruzada
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Figura 7. Métodos de imobilizacao de enzimas (Nascimento et al., 2004).

2.7.1 Imobilizacéo por ligacédo covalente ou cruzada
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O método de imobiliza¢do por ligacdo covalente envolve a modificagdo quimica de
um residuo de aminoécido através da formacdo de uma ligacdo covalente da enzima com um
material insoliivel em 4gua, pela fixacdo da enzima na matriz por ligagdo covalente ou pela
formagdo de ligacdes cruzadas numa matriz contendo a enzima e usando varios agentes
bifuncionais, como glutaraldeido, por exemplo (Nascimento et al., 2004).

Rogalski et al. (1999) imobilizaram lacase de Cerrena unicolor em vidro com
porosidade controlada, ativado com y-aminopropiltrietoxisilano (APTES), utlizando
glutaraldeido e carbodiimida como agentes de reticulagdo. A velocidade maxima (Vi) da
enzima imobilizada apresentou reducdo de 18-26%, dependendo do substrato utilizado. A
enzima imobilizada manteve até 100% da atividade em anélises feitas com 10% de acetona
adicionados a solugao tampao.

Leontievsky et al. (2001) imobilizaram lacase extraida do fungo de degradagdo branca
C. versicolor em Celite R-637 (Bio-Catalyst Carrier) por ligagdes covalentes utilizando
glutaraldeido. Apds uma queda inicial de 50% da atividade, a enzima reteve a atividade por
um periodo de 33 dias a 4°C. Um estudo comparativo entre a enzima livre e imobilizada
indicou um aumento da estabilidade em pH alcalino, a altas temperaturas e a agdo de
inibidores.

Jarosz-Wilkolazka et al. (2004) imobilizaram lacase extraida de C. unicolor na
superficie de eletrodos de grafite por adsorcdo fisica. Os eletrodos foram testados para
deteccao de polifenois, incluindo flavonodides. Nas analises foram utilizados compostos como
catequina hidratada e epicatequina como substratos. Os eletrodos modificados produziram
respostas para substancias simples como o acido cafeico € compostos com trés ou mais anéis
fendlicos e ndo-fenolicos, embora com diferente sensibilidade, demonstrando que apenas a
adsor¢ao da enzima no grafite ¢ suficiente para a obtencdo de medidas simples de polifenois

em solugdo.
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Shiyu et al. (2002) imobilizaram lacase de Panus conchatus em suportes de
poli(alcool vinilico) (PVA) ativados por N-hidroxisuccinimida (N-HSI). A lacase imobilizada
reteve 50% da atividade apods 17 reutilizagdes continuas, removendo aproximadamente 72,5%
do 2.,4,6-triclorofenol (TCP) presente na solugdo.

Peczynska-Czoch et al. (2002) analisaram a atividade de lacase de C. unicolor,
Heterobasidion annosum e T. versicolor imobilizada por ligagdes covalentes em suportes de
celulose modificados (DEAE-Granocel 500, CM-Granocel 500) e suportes acrilicos. Eles
constataram que a enzima imobilizada apresentou maior resisténcia a desnaturag¢do térmica,
retendo 70% da atividade a 90°C, sendo que, ap6s 4 meses de armazenamento a 4°C, a ela

manteve 98% da atividade inicial.

2.7.2 Imobilizagéo por métodos fisicos

O método de adsorg¢do fisica ¢ a técnica mais antiga de obtencdo de enzimas
imobilizadas, assim como a mais simples. Consiste em se colocar em contato a solugdo
aquosa contendo a enzima com o suporte poroso, em condi¢des de pH, temperatura e agitagao
controlados. Apo6s a imobilizagdo, o suporte ¢ lavado para remover as moléculas que nao
foram adsorvidas (Zanin & Moraes, 2004).

A imobiliza¢do enzimatica por métodos fisicos pode ser benéfica por causar baixas
modificacdes na estrutura nativa da enzima e em sua fun¢do. As enzimas podem ser
adsorvidas em uma grande variedade de suportes que, em alguns casos, podem ser
reutilizados por remo¢do da enzima inativa e adsor¢ao de uma nova enzima (Duran et al.,
2002).

Griebenow et al. (2000) imobilizaram lacase por adsor¢do fisica em vidro, silica gel e
membranas de poliamida 6,6. A atividade da enzima e a estabilidade foram determinadas nos

solventes ndo-aquosos dietiléter, acetato de etila e cloreto de metila. Observou-se que a
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oxidagdo de siringaldazina variou dependendo do suporte e do solvente utilizado, mas os
melhores resultados foram obtidos com membranas de poliamida 6,6.

O sucesso e a eficiéncia da adsor¢do de uma enzima em um suporte, que em geral ¢ na
superficie, depende de varios fatores, tais como tamanho da proteina a ser adsorvida, area

superficial do adsorvente e da porosidade (Nascimento et al., 2004; Zanin & Moraes, 2004).

2.7.3 Suportes para imobilizacéo

Em uma reacdo com biocatalisadores, variaveis como tipo de solvente, a quantidade de
agua e a solubilidade de substratos e produtos devem ser avaliadas. As enzimas necessitam de
uma pequena quantidade de agua para reter sua conformacdo tridimensional ativa, mesmo
quando estdo ligadas covalentemente a um suporte (Nascimento et al., 2004).

Na sele¢do do suporte para uma determinada aplicacdo, devem ser analisadas suas
propriedades fisicas e quimicas tais como: possibilidade de adsorver ou acumular outras
substancias além da enzima; morfologia; composicao; resisténcia ao ataque microbioldgico;
resisténcia mecanica (Zanin & Moraes, 2004).

Para viabilizar a aplicacdo na industria de enzimas imobilizadas, ¢ necessario
viabilizar o custo de imobiliza¢do, a retencdo da atividade enzimatica, estabilidade da enzima
a temperatura, pH e estabilidade operacional, além de projetar um bioreator adequado
(Nascimento et al. 2004).

Membranas poliméricas podem ser utilizadas em varios processos de separacdo como
microfiltracdo, ultrafiltragdo, osmose reversa, didlise, eletrodidlise e pervaporagdo. As
diferencas de cada processo estdo na forca motriz aplicada e na morfologia da membrana

(Tabela 1) (Mergon et al., 2003).
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Tabela 1: Caracterizacdo dos processos e usos das membranas (adaptado de Sforca, 1995).

Processo Forca Motriz Poro da Membrana Mgzgglrsa?gode
Microfiltragdo Pressdo (10-100 kPa) 0,2-10pum Tamanho
Ultrafiltracao Pressdo (0,1-1 kPa) 0,01-0,02pm Tamanho
Osmose Reversa Pressdo (1-10 kPa) 0,0001-0,001 um Tamanho/Solubilidade/

Difusdo

Eletrodialise Potencial elétrico Variaveis Carga
Pervaporagdo Concentracdo Variaveis Solubilidade/Difusdo
Separagdo de gas Concentrac¢ao Variaveis Solubilidade/Difusao

Membranas sintéticas podem ser classificadas quanto ao tipo de material de que sdo
formadas em organicas e inorganicas, ou quanto a sua estrutura morfolégica em homogénea

ou heterogénea, simétrica ou assimétrica (Fig. 8) (Queiroz et al., 2001).

Porosza Nﬁ; porosa
RS SRt

bimétrica Assimétrica

Figura 8. Representacgéo esquematica de membranas com diferentes morfologias: A) membranas porosas e
ndo porosas; B) Membranas porosas simétricas e assimétricas (Queiroz et al., 2001).

A formacdo de membranas por precipitagdo de uma solugdo polimérica é conhecida

por inversdo de fase, e geralmente produz membranas assimétricas (diferentes tamanhos de
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poros) em que a porosidade pode ser variada pelo ajuste da composi¢do da solugdo polimérica
e pela selecdo das condig¢des do processo de precipitacdo. O mecanismo de formagao de poros
por este processo esta assim relacionado a concentragao, a variagdo da temperatura, a umidade
do ar e ao tipo de solvente e ndo solvente utilizado no sistema (Sforca, 1995).

Todo o material utilizado como suporte para a imobilizacdo afeta a quantidade de dgua
total nas proximidades da enzima. A imobilizagdo em suportes hidrofilicos pode reduzir a
atividade enzimatica, devido a mudangas conformacionais. Em alguns casos, a matriz pode
impor uma barreira, resultando em rigidez na estrutura da enzima (Nascimento et al., 2004).

As membranas de poliamida e polissulfona utilizadas neste trabalho foram

desenvolvidas no Laboratorio de Quimica da Universidade de Caxias do Sul.

2.7.3.1 Membranas de poliamida 6,6

A poliamida 6,6 (PA) ¢ um polimero semicristalino, com boa estabilidade térmica e
resisténcia mecanica, sendo considerado um importante termoplastico de engenharia. E
amplamente utilizado por ser um polimero de baixo custo e por apresentar facilidade em
formacao de filmes e controle de porosidade (Cheng, et al., 2006).

Esse polimero ¢ obtido pela polimerizagdo de dois monomeros: hexametilenodiamina
e acido adipico em uma reacao de policondensacio (Gupta, 1989).

As membranas de poliamida porosas sdo amplamente comercializadas e, atualmente,
vém sendo empregadas em processos de separacdo. Elas sdo preparadas a partir de uma

solugdo de poliamida (Alfa), em 4cido cloridrico (10% p/v). Sua estrutura ¢ semelhante a do
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polimero comercial, apresentando um tamanho de poro adequado para processos de

ultrafiltragdo (Mello et al., 2005).

Figura 9: Micrografias (MEV) da membrana de PA: 1 — Superficie da membrana (3000X); 2 — sec¢do
transversal (1500X); 3 — Poros da membrana (10000X) (Mello, dados ndo publicados).

Através de andlises de MEV (Fig. 9), pode ser observado que membranas de PA
apresentam pequeno tamanho de poro superficial e pouca homogeneidade no interior,
podendo ser classificadas como ideais para serem utilizadas em processos de ultrafiltracdo. Os
filmes de PA apresentam espessura variavel de 25 a 65 um e um grau de encharcamento
maximo de 60% para o filme de maior espessura e tamanho médio de poro de 8,8 nm (Mello,

dados nao publicados).

2.7.3.2 Membranas de polissulfona

As polissulfonas (PSU) sao polimeros de caracteristicas predominantemente amorfas
em relagdo a estrutura cristalina (Fig. 10) e apresentam elevada resisténcia quimica a acidos,

alcalis, solucdes salinas, detergentes, oleos e dlcoois (Mistry, 1996). As PSU sdo atacadas por
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solventes organicos polares como cetonas, hidrocarbonetos halogenados e hidrocarbonetos

aromaticos, sendo altamente hidrofobicas (Souza et al., 2006).
O
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Figura 10: Estrutura molecular da PSU (Mistry, 1996).

Membranas de PSU podem ser utilizadas em processo de ultrafiltragdo e eletrodialise
por apresentarem excelente estabilidade térmica e mecanica e alta resisténcia a hidrélise e aos
agentes oxidantes. Os filmes podem apresentar espessura variavel de 40 a 55 um e um grau de
encharcamento maximo de 2,6+0,43% para o filme de maior espessura e tamanho médio de

poros de 7,7 nm (Souza et al., 2006).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi utilizada a linhagem PS 2001 de Pleurotus
sajor-caju, proveniente da empresa Brasmicel Ltda., localizada em Nova Poa, SP. Esta
linhagem atualmente ¢ utilizada pelo Laboratério de Processos Biotecnologicos I do Instituto

de Biotecnologia da UCS.

3.2 Condicdes de cultivo

3.2.1 Manutencéo de linhagens

O meio de manutengdo da linhagem continha: 20 g de serragem de Pinus sp., 20 g de
farelo de trigo moido, 2 g de CaCOs, 20 g de agar-agar e 200 mL de agua destilada. O meio
foi autoclavado a 1 atm por 30 min. As placas com o indculo foram mantidas em estufa a
28°C até completo crescimento micelial e armazenadas a 4°C.

Os ind6culos em placas de manutengdo foram feitos por transferéncia de blocos

cilindricos de agar (0,5 cm de didmetro), contendo cultivos.

3.2.2 Cultivo em estado so6lido

O substrato utilizado para o cultivo em estado so6lido foi preparado com 93 g de
serragem de Pinus sp, suplementado com 6 g de farelo de trigo e 1 g de carbonato de calcio
(Tan & Wahab, 1997), sendo adicionada agua destilada até a obtencdo de 66% de umidade.
Ap6s, aliquotas do meio homogeneizado foram dispostas em sacos de polipropileno com

dimensdes de 15,5 cm x 25 cm, sendo estes esterilizados por autoclavagem a 1 atm, durante
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2 h. Os sacos com meio foram inoculados com 3 blocos cilindricos de agar (1 cm de

diametro). Os meios foram mantidos a 28°C (£2°C) por 15 dias.

3.3 Preparo do extrato enzimatico

Para a extracdo das enzimas secretadas, o conteudo dos sacos de cultivo foram
homogeneizados e aliquotas de 25 g suspensas em 50 mL de dgua destilada, agitadas por
30 min, a 160 rpm, em temperatura de 4°C. Os so6lidos foram removidos por filtragdo e
centrifugacdo a 8.000 ¢, durante 15 min. O sobrenadante foi considerado como extrato

enzimatico.

3.3.1 Precipitacdo do extrato enzimatico

Para precipitagdo do extrato enzimatico, sulfato de amoénio foi adicionado
gradualmente, durante 2 h, a 100 mL de extrato enzimatico, até a obtengdao de 80% de
saturacdo, sob agitacdo leve, a 4°C. Apds, o extrato foi centrifugado a 8.000 g, em
temperatura de 4°C, durante 30 min, sendo o precipitado ressuspenso em quantidades
variaveis de tampao Mcllvaine (fosfato dissodico 0,1 M — &cido citrico 0,1 M), pH 5,0,

dialisado em membranas de acetato de celulose por 24 h, com trés trocas do mesmo tampao.

3.4 Determinacdes enzimaticas e de proteinas totais

3.4.1 Lacases

A atividade de lacases foi determinada com a utilizagdo do substrato ABTS
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). A mistura reacional continha 0,2 mL do
substrato (5 mM), 1,5 mL de tampao acetato de so6dio pH 5,0 e 0,5 mL da amostra, em

volume final de 2,2 mL. A oxida¢do do ABTS foi monitorada pelo aumento da banda de
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absor¢cdo em 420 nm, durante 90 segundos, a 25°C. Para determinacdo da concentracdo de

ABTS oxidado utilizou-se um €420-3,6 x 10* cm™. mol™.L (Willson & Woldenden, 1982).

3.4.2 Peroxidases totais

A atividade de peroxidases foi determinada com a utilizagdo do substrato ABTS
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), em ensaios realizados de forma idéntica aos
adotados para lacases, mas com a presenca de 200 pmol.L" de H,O,, em volume final de
2,4 mL. A oxidagdo do ABTS foi monitorada pelo aumento da banda de absor¢ao em 420 nm,
durante 90 segundos, a 25°C. As atividades de peroxidases foram descontadas das atividades

detectadas para lacases (Heinzkill et al., 1998).

3.4.3 Manganés peroxidase

A atividade de manganés peroxidase foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara et al. (1984). A mistura reacional consistia em 50 ug.mL"' de vermelho de fenol,
50 umol.L™" de sulfato de manganés, 50 pmol.L™" de H,O,, 12,5 umol.L" de lactato de sodio,
500 ug.mL"' de albumina bovina e tampdo succinato de soédio 20 mmol.L™" pH 4,5, sendo
adicionado 0,5 mL de amostra, resultando em volume final de 2 mL. Apo6s 5 min a 30°C, as
reagdes foram interrompidas com adi¢do de 40 uL de NaOH 2 mol.L". A formagdo do

produto de oxidac¢do foi quantificada pela variagdo da banda de absorcdo, utilizando-se

€610 = 4,46 x 10* mol'.L.cm™.
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3.4.4 Lignina peroxidase

A atividade de lignina peroxidase foi determinada pela formacao do aldeido veratrilico
(gs10 = 9,3 x 10° mol'.L.cm™"), numa mistura reacional contendo 1 mmol.L" de alcool
veratrilico em presenga de 500 pmol.L" de H,O,, em meio tamponado com 250 mmol.L" de
tartarato de sdédio pH 3,0, com volume final de 2 mL (Tien & Kirk, 1984). As rea¢des foram
iniciadas pela adi¢do de 0,5 mL de amostra; e a variacdo da banda de absor¢do, observada por

5 min a 30°C.

3.4.5 Oxidases do alcool veratrilico

Para determinagao das atividades de alcool veratrilico foi observada a formagao de
aldeido veratrilico a partir de uma rea¢do contendo 1 mmol.L" de alcool veratrilico e

250 mmol.L™" de tampdo tartarato de sodio pH 5,0, com volume final de 2 mL, sendo a reagdo

monitorada durante 5 min a 30°C, utilizando-se €310 = 9,3 x 10° mol'.L.cm™ (Bourbonnais &

Paice, 1988).

3.4.6 Determinacdo de proteinas totais

As proteinas totais presentes nas amostras foram determinadas pelo método descrito
por Bradford (1976). O complexo azul, resultante da ligagdo das proteinas presentes nas
solugdes enzimaticas, ao corante Comassie Brilliant Blue G-250, foi medido em
espectofotdmetro de UV-Vis, Beckman modelo DU530.

Para o preparo do reagente de Bradford, 100 mg de Comassie Brilliant Blue G-250
foram dissolvidos em 50 mL de etanol 95%. A esta solu¢do, adicionaram-se 100 mL de acido

fosforico 85% e o volume foi completado com agua destilada para alcangar o volume 1 L. O
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reagente foi filtrado em papel filtro e armazenado a 4°C por, pelo menos, dois dias antes de
ser utilizado.

As andlises foram realizadas como descrito a seguir:

- a 1 mL de amostra devidamente diluida foi adicionado 1mL do reagente de Bradford;

- depois de 10 min da agitacdo das amostras, foi realizada a medida em
espectofotdmetro a 595nm;

- as concentragdes de proteinas totais foram estimadas correlacionando a banda de
absor¢do das amostras a uma curva padrdo de onze pontos, com concentracdes de albumina

sérica bovina variando entre 2 a 30 mg.L™".

3.5 Termoestabilidade de lacases

A analise da termoestabilidade da enzima foi realizada mantendo-se a solucao
enzimdtica em temperaturas constantes de 20°C, 30°C, 40°C e 50°C, por um periodo de
24 horas. A atividade de lacases foi medida como descrito no item 3.4.1.

A constante de inativacdo térmica (Kq) para lacase livre foi calculada pela Equagao 1,
sendo, Aj= atividade residual apos tratamento térmico durante um certo periodo de
incubacdo, A= atividade enzimadtica inicial. O tempo de meia-vida (ti) foi calculado pela
equacdo 2 (Zanin & Moraes, 2004).

(1) InA,=Kq.t
AinO

(2) t1/2 = 0,693
Ky

3.6 Determinacéo de pH 6timo para atividade de lacases

Os extratos enzimaticos precipitados foram ressuspensos em tampdo acetato pH 2-8,

tampao Mcllvaine pH 2-7. A atividade de lacases foi determinada utilizando ABTS como
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substrato. Apds a determinacdo do melhor tampdo, variou-se a molaridade de

0,01 — 1 mol.L".

3.7 Determinacdo de parametros cinéticos

Os extratos enzimaticos precipitados obtidos foram utilizados para as determinagdes
dos parametros cinéticos (K. e Vmix) para lacases. Para tanto, o volume das solucdes
enzimaticas nas reac¢des foi mantido e as concentragdes do substrato variadas (Oliveira et al.,
1999). O substrato utilizado para lacase foi ABTS, com concentragdes variaveis de 20 a
400 umol.L™".

A partir dos dados obtidos para cada concentragdo de substrato foram construidos
graficos de acordo com a relacio de Lineweaver-Burk, relacionando o inverso das
velocidades de reagdo com o inverso das concentragcdes de substrato, para determinacdo das
constantes de Michaelis-Menten (K.) e velocidades maximas (Vmi). Os coeficientes

angulares e lineares foram determinados com o uso do programa Origin 6.0.

3.8 Ensaios com corantes téxteis

Esses ensaios tiveram como objetivo avaliar a capacidade do extrato precipitado de
lacases, na presenca de corantes, de oxidar o grupo cromoforo destas substincias. Foram
utilizados os corantes téxteis azdicos Remazol Brilliant Blue R (RBBR) e Reactive Blue 220.

Os comprimentos de onda de maxima absor¢ao de cada corante foram determinados
por varredura entre 300 nm e 700 nm, utilizando-se solu¢des de 50 mg.L™"' de cada corante, em
espectofotdometro Beckman DU 530.

Os ensaios foram realizados em solugdo aquosa de corantes, nas concentragdes de 25 ¢
50 mg.L™", com adi¢do do extrato enzimatico precipitado, com controle de temperatura e pH,

durante o processo.
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3.9 Imobilizacao do extrato enzimatico precipitado

O extrato enzimatico foi imobilizado em filmes de poliamida 6,6 e de polissulfona. O
método de imobilizagdo utilizado baseia-se no emprego de glutaraldeido como agente de

reticulagdo entre a enzima e o polimero (Carta et al., 1990; Knight et al., 2000).

3.9.1 Preparo da solucdo de glutaraldeido

A solucao de glutaraldeido (2,5%) foi preparada diluindo-se uma solu¢do comercial

(25%) em tampao acetato 0,1 mol.L™", pH 7,0 e tampao Mcllvaine 0,1 mol.L"', pH 7,0.

3.9.2 Imobilizagéo do extrato enzimatico em membranas de poliamida 6,6

Filmes de 9 cm® foram lavados com agua destilada, secos a temperatura ambiente e
pesados. O polimero foi mantido por 1 min imerso em solu¢do de acido acético 6 mol.L™.
Ap6s, foi novamente lavado com agua destilada varias vezes e imerso em glutaraldeido 2,5%
por 1 h, a temperatura ambiente.

O extrato enzimdtico foi, entdo, espalhado sobre a membrana, dentro de um

Erlenmeyer, onde permaneceu de 2 a 48 h.

3.9.3 Imobilizacdo em membranas de polissulfona

Filmes de 9 cm® foram lavados com agua destilada, secos a temperatura ambiente e
pesados. O polimero foi mantido por 5 min imerso em solugdo de acido cloridrico 6 mol.L™.
0s, fol nov v varias vez Agu i i u i 5%
Apbs, foi novamente lavado varias vezes com agua destilada e imerso em glutaraldeido 2,5%

por 1 h, a temperatura ambiente.
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O extrato enzimatico foi, entdo, espalhado sobre a membrana, onde permaneceu sob

agitacdo de 2 a 48 h.

3.9.4 Andlise do sistema imobilizado

A atividade da enzima imobilizada foi determinada utilizando-se ABTS como
substrato redutor (Willson & Wolfenden, 1982). Para 15 mL de tampao foram acrescentados

2 mL de ABTS e 0,3 g do polimero com a enzima imobilizada. A oxidacdo do substrato foi

monitorada (€40 = 3,6.10% mol™.L. cm™) para quantificagdo do produto.

3.9.5 Determinacédo da quantidade de proteina imobilizada

A quantidade de proteina fixada foi determinada indiretamente por balanco de massas.

Foi relacionada a diferenga entre quantidade de proteina enzimatica presente na
solucdao utilizada para imobilizagdo, e a quantidade de proteinas presentes na solucao de
lavagem. O valor encontrado foi dividido pela massa da membrana sendo a unidade expressa
em pg/mg de membrana. A quantidade de enzima imobilizada foi determinada através do
método de Bradford (Bradford, 1976).

O preparo do reagente de Bradford e a analise das aliquotas foram realizadas como

descrito no item 3.4.6.

3.9.6 Determinacao de pH é6timo utilizando extrato enzimatico imobilizado

Os filmes de poliamida e polissulfona contendo os extratos enzimaticos imobilizados
foram ressuspensos em tampao acetato pH 2-8, tampao Mcllvaine pH 2-7. A atividade de
lacase foi determinada, utilizando ABTS como substrato. Ap6s a determinagdo do melhor

tampdo, variou-se a concentragio de 0,01 — 1 mol.L™".
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3.10 Analise por MEV - EDS

Para avaliar a homogeneidade de imobilizagdo das membranas, utilizou-se a andlise de
MEV (Microscopia Eletronica de Varredura — Joel JSM-6060) com EDS (Sistema de Energia
Dispersiva — Joel JSM-5800). A imagem eletronica de varredura ¢ formada pela incidéncia de
um feixe de elétrons elemento, sob condi¢des de vacuo. A incidéncia do feixe de elétrons
promove a emissao de elétrons secundarios, que sao retroespalhados, e absorvidos. A imagem
representa, em tons de cinza o mapeamento ¢ a contagem de elétrons secundarios (SE —
secondary electrons) e retroespalhados (BSE — backscattering electrons) emitidos pelo
material analisado.

Ao MEV, pode ser acoplado o sistema de EDS, que possibilita a determinagao da
composi¢do qualitativa e semiquantitativa das amostras, a partir da relagdo entre a energia
necessaria para retirar um elétron de uma camada e o elemento caracteristico. O limite de
detec¢do ¢ da ordem de 1%, mas pode variar de acordo com as especificagdes utilizadas
durante a analise, como o tempo de contagem, por exemplo. Nessa técnica, ¢ possivel
determinar a porcentagem de diferentes atomos em dareas delimitadas de 0,1 cm? por
exemplo. Os filmes poliméricos utilizados na analise com MEV/EDS apresentavam area
0,1 cm?.

Foi avaliada a porcentagem dos elementos N, O, S e Cu, sendo os dois ultimos
considerados marcadores de proteinas nas membranas de poliamida, e o elemento Cu, nas
membranas de polissulfona. As membranas foram cortadas em segmentos de 1 X 0,5 cm,
fixadas nos porta-amostras e metalizadas com grafite. As analises foram realizadas no

Instituto de Quimica — Unicamp.
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3.11. Determinacdo do massa molar média de polimero (M w)

Com o objetivo de verificar a existéncia de imobilizagao, foi analisado a massa molar
médio das membranas de poliamida nas diferentes fases do processo de imobilizagdo por
GPC (gel permeation chromatography).

As andlises de GPC foram realizadas em duas colunas 10pum MIXED B 300x7.5 mm,
protegidas por uma pré-coluna Plgel 10pm (Polymer laboratories Ltd. UK) usando um
sistema PL-GPC 110 (Polymer Laboratories Ltd. UK) e detector de indice de refracdo. As
amostras aplicadas nas colunas foram dissolvidas em Hexafluor isopropanol (HFIP), a
temperatura constante, utilizando também um volume de HFIP como eluente, a velocidade

constante. As analises foram realizadas no Instituto de Macromoléculas da UFRJ.

3.12. Analise estatistica

A anélise estatitica dos dados foi realizada utilizando o programa Prisma
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados de atividade de lacases nao
purificadas, produzidas em cultivos de meio sélido pelo fungo de degradagdo branca linhagem
PS 2001, de Pleurotus sajor-caju, livres ou imobilizadas em membranas de poliamida e
polissulfona, por liga¢do covalente, utilizando glutaraldeido como agente reticulante.

Sdo apresentados também dados de andlises de cromatografia de permeagdo em gel
(GPC) e microscopia eletronica de varredura (MEV) dos sistemas poliamida/lacases e

polissulfona/lacases.

4.1 Obtencdo e caracterizagdo do extrato enzimatico com atividade de lacases

Para obtencao da solugdo enzimatica com atividade de lacases, foram utilizados
cultivos com a linhagem P. sajor-caju PS2001, de 15 a 20 dias, em serragem de Pinus spp.,
suplementada com MnSO4.H,O, CuSO4.5H,0, (NH4),SO4 (Fig. 11). Segundo Keller (2001) e
Silva (2004), neste periodo, ocorre completa colonizagdo do micélio e as mais altas atividades
de lacases.

As solucdes enzimaticas forma obtidas por extragdo com 4dgua e precipitacdo com

sulfato de amonio.



38

Figura 11: Cultivo em estado solido de P. sajor-caju PS2001, com 15 dias de desenvolvimento.

As atividades enzimaticas foram medidas apds precipitacdo com sulfato de amodnio e
ressuspensao em quantidades variaveis de 10 a 20 mL de tampao Mcllvaine 0,1 M,
pH 5. Conforme se observa na tabela 2, as atividades de lacases em ABTS, como substrato
redutor, variaram nos diferentes cultivos. Segundo Silva (2004) e Keller (2001), o periodo de
maior produgdo de lacases ocorre entre o 20° e 23° dia de cultivo, sendo que, até o 15° a
producdo de lacases apresenta uma fase lag (periodo onde nao ha um aumento significativo da
populagdo). Este comportamento pode explicar a variacao nos valores de atividade de lacases
obtidos. Nao se verificou atividade de lignina peroxidase e de oxidases do alcool veratrilico
nos cultivos. Para realizacdo das demais analises, as solu¢des enzimaticas foram diluidas em

solucao tampao.

Tabela 2: Atividades enzimaticas em soluces obtidas apés extracéo e precipitacio de diferentes cultivos
de P. sajor-caju em serragem de Pinus spp.

Cultivos Lacase (ABTS)(U.mL™?) Mn-peroxidade (U.mL™?)
1 922 30,4
2 889 67,5
3 176 12,5
4 408 66,7
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370 15,4
6 109 41,1

4.1.1 Atividade de lacases em funcéo do pH

A méaxima atividade de lacases foi observada em tampao acetato pH 5 (Fig. 12).
Também pode-se observar uma atividade cerca de 85% da atividade mdaxima, utilizando
pH 6. Verifica-se que, utilizando tampao Mcllvaine, as melhores atividades de lacase foram
obtidas entre pH 4 ¢ 5. A variacdo observada para o pH otimo de lacases, utilizando dois
diferentes tampoes pode ser explicada pelas caracteristicas de cada solugao tampao. O tampao
Mcllvaine ¢ formado por solugdo de acido citrico (pKa = 3,13; 4,76; 6,40) e fosfato dissodico,

j& o tampao acetato, ¢ composto por acido acético (pKa =4,756) e acetato de sodio.
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Figura 12: Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes pHs, utilizando tamp&o acetato pH 2-7 e tampé&o
Mcllvaine pH 2-8. Os valores correspondem a média de trés replicatas e ao desvio padrdo. As legendas referen-
se aos tampdes Macllvaine e acetato, 0,1M. Barras com letras distintas indicam que as médias obtidas diferiram
a nivel de p<S, pelo teste de Tukey.
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Resultados semelhantes, utilizando lacases extraidas do fungo P. sajor-caju, em
tampao fosfato, foram obtidos por Keller (2001), sendo observada uma atividade igual ou
superior a 80% da atividade maxima, entre os pHs 3,6 ¢ 4,8. Al-Adhami et al. (2002)
caracterizaram o pH Otimo para lacases extraidas de C. unicolor, utilizando o tampéo

Mcllvaine, definindo 5,2 como pH de maior atividade enzimatica.

Bollag & Leonowicz (1984) caracterizaram lacases extracelulares obtidas dos fungos
Fomes annosus, Pholiota mutabilis, P. ostreatus, T. versicolor, Rhizoctonia praticola ¢
Botrytis cinerea. Observaram que o pH 6timo para P. mutabilis manteve-se em uma regido

neutra, enquanto que para os demais fungos, o pH 6timo variou de 3 a 5,2.

Record et al. (2002) estudaram pH 6timo para lacases extraidas de Aspergillus niger,
utilizando como substratos ABTS e siringaldazina, em tampao citrato/fosfato pH 2,5-8. O pH

otimo, para os ensaios realizados com siringaldazina manteve-se em 4,0.

4.1.2 Atividade enzimética de lacases em diferentes concentracfes de tampéo

Apo6s as andlises de atividade de lacases em diferentes valores de pH, estudou-se o
efeito na atividade de lacases de diferentes concentragdes dos tampdes acetatoem pH 5e 6 ¢
Mcllvaine em pH 4 e 5.
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Figura 13: Atividade de lacase em diferentes concentracgdes, utilizando tampado Mcllvaine pH 4. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as médias
obtidas diferiram a nivel de p<5, pelo teste de Tukey.
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Figura 14: Atividade de lacase em diferentes concentracgdes, utilizando tampao Mcllvaine pH 5. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as
médias obtidas diferiram a nivel de p<5, pelo teste de Tukey.

Nas figuras 13 e 14, observa-se a atividade de lacases em tampao Mcllvaine pH 4 e 5
em concentragdes que variam de 0,01 a 1 mol.L™. Verifica-se que as atividades de lacases
variaram significativamente nas diferentes concentragdes do tampdo em pH 5 e pH 4.
Entretanto, a pH 4, o tampdo Mcllvaine possibilita maior atividade enzimatica
comparativamente ao pH 5 como observado anteriormente na figura 12.

Nas andlises com tampao acetato, em pH 5 e 6 (Fig. 15 e 16), observa-se uma menor
atividade de lacases em pH 6, nas concentragdes de 0,01, 0,5 ¢ 1 mol.L™". Por outro lado, a

pH 5 observa-se atividades similares nas concentragdes de 0,01 a 0,2 mol.L™".
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Figura 15: Atividade de lacase em diferentes concentracGes utilizando tampé&o acetato pH 6. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as
médias obtidas diferiram a nivel de p<5, pelo teste de Tukey.

Pela analise dos dados obtidos, verifica-se que o tampdao Mcllvaine pode ser
empregado em concentragdes varidveis de 0,01 a 1 mol.L™ sem alterar a atividade de lacases
de P. sajor-caju. Porém, algumas concentragdes de tampao acetato, em pH 5 e 6 podem ser
ndo ideais para determinar a atividade de lacases. Dados de alterag¢do de atividade enzimatica,

utilizando diferentes tampdes, foram observados por Camassola et al. (2004) para atividade

de celulases.
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Figura 16: Atividade de lacase em diferentes concentracdes utilizando tampao acetato pH 5. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as
médias obtidas diferiram a nivel de p<S, pelo teste de Tukey.

4.1.3 Termoestabilidade de lacases

A manutenc¢ao catalitica e estabilidade das enzimas implica na necessidade de que sua
estrutura tercidria seja mantida, principalmente por um grande nimero de ligacdes ndo
covalentes, como pontes de hidrogénio, ligagdes dissulfeto e interacdes hidrofobicas
(Gomes et al., 2006). Se a molécula absorve excesso de energia, a estrutura terciaria se rompe

e a enzima ficara desnaturada, perdendo sua atividade catalitica. A medida que a temperatura
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se eleva o aumento esperado na velocidade, resultante do aumento das colisdes entre E + S, ¢
contraposto pelo aumento da velocidade de desnaturagdo. Conseqiientemente, a curva de
atividade-temperatura ¢ o resultado liquido dos efeitos opostos resultantes da elevagdo da
temperatura (aceleragdo da reagdo) e do aumento da inativagdo (desnaturacdo)
(Gomes et al., 2006; Zanin & Moraes, 2004).

Na figura 17, sdo apresentados os dados de termoestabilidade da enzima a 20°, 30°,
40°, 50°C, utilizando o extrato enzimatico em tampao acetato 0,2 mol.L" a pH 5. Verifica-se
que as lacases de P. sajor-caju sdo sensiveis a temperatura, uma vez que, apos 2 h, ocorreu
uma queda acentuada na atividade enzimatica de lacases da solu¢ao mantida a 30°C (30%), da

solu¢do mantida a 40°C (90%) e perda total da mantida a 50°C.

Figura 17: Termoestabilidade do extrato de lacases a 20, 30, 40 e 50°C por 24 h, utilizando ABTS como
substrato em tampéo acetato, pH 5. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio
padrao.

Resultados semelhantes foram observados por Keller (2001) que obteve perda de

100% da atividade de lacases apds 2,5 h de reacdo a 50°C. Lo et al. (2001) também
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observaram uma rapida perda da atividade quando a solugdo enzimatica de lacases foi
mantida a 55°C.

Cambria et al. (2000) analisaram a termoestabilidade de lacase extraida de
R. lignosus. A enzima manteve-se estavel por 5 h a 45°C, enquanto que apenas metade da
atividade de lacases foi observada apds 1 h a 55°C, assim como apos 30 min, a 65°C.

A partir dos resultados obtidos, calculou-se a constante de inativagdo térmica (K4) para
lacases e o tempo de meia-vida (ti2). Os resultados podem ser observados na tabela 3.  Pelos
dados apresentados, verifica-se que o tempo de meia-vida da enzima ¢ reduzido
significativamente com o aumento da temperatura, assim como a constante de inativagao
térmica ¢ aumentada. Este fato comprova a influéncia da temperatura para a estabilidade

enzimatica, devido a desnaturagdo térmica causada ocasionada em altas temperaturas.

Tabela 3: Constante de inativacdo térmica (Kd) para atividades de lacases, utilizando ABTS como
substrato redutor, a temperaturas de 20°C a 50°C.

Temperatura (°C) twz (h) Kq (h™)
20 69,3 0.01
30 11,5 0.06
40 0,7 0.98
50 0,1 5.90

4.1.4 Valores de Ky, E Vs para as atividades de lacase

Para caracterizar os extratos enzimdticos por constante de Michaelis-Menten (K.,) e
velocidade maxima (Vi) utilizaram-se extratos enzimaticos da linhagem PS 2001 de
P. sajor-caju obtidos em cultivos em serragem de Pinus spp. de 15 dias. O substrato foi
utilizado nas concentragdes de 20 uM a 450 uM e a atividade do extrato utilizado para a

analise foi de 190 U.mL™".
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Figura 18: Atividade de lacases variando-se a concentracdo de ABTS utilizado para extratos obtidos do
cultivo de P. sajor-caju em serragem de Pinus sp.

Na figura 18 sdo apresentadas as atividades de lacases livre em funcdo da
concentracdo de ABTS presente no meio. Pelo formacao da hipérbole a atividade de lacases,
em funcdo da concentragdo de ABTS, segue cinética do tipo Michaelis-Menten. As
constantes de afinidade pelo substrato (Kn) € a velocidade maxima de reacao (Vmax) foram

calculadas utilizando a inversa da equagdo de Michaelis-Menten (duplo reciproco).
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Na Figura 17, apresenta-se o ajuste obtido com dados de duplo reciproco para

atividades de lacases com a utiliza¢dao do programa Origin 6.0.
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Figura 19: Duplo-reciproco para a atividade de lacases em ABTS para extratos obtidos do cultivo de P.
sajor-caju em serragem de Pinus sp.

Os valores obtidos para Kin € Vi foram de 0,3mM e 365uM.min”". Para o sistema de
cultivo em meio solido, com serragem de Pinus sp., Munari (2003) obteve valores
semelhantes de K,, (227 uM) e valores de Vi (813uM.min™) superiores. A diferenga em

relacdo aos dados de Vi pode ser explicada pela presenca de inibidores ndo competitivos no
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extrato, devido a utilizagdo de serragens provenientes de diferentes fontes, ou pela formagao

de diferentes isoenzimas nos diferentes meios utilizados.

4.2 Imobilizacdo de proteinas da solucdo enziméatica em membranas de poliamida 6,6
(PA) e polissulfona (PSU)

A seguir sdo descritos os resultados obtidos para a determinacdo da atividade de
lacases e quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PA e PSU. A solu¢do enzimatica
utilizada para a imobilizagdo possuia outras enzimas, além da lacases, assim com outras
proteinas. O processo de imobilizacdo por ligacdo quimica pode modificar a cinética e as
propriedades fisico-quimicas da enzima analisada. Para verificar as alteracdes ¢ necessario

medir a quantidade de proteinas imobilizadas e.a atividade da enzima imobilizada.

4.2.1 Determinacao de quantidade de proteinas imobilizadas

Inicialmente foram utilizadas trés combinacdes de tampdes, separadamente, para diluir
o glutaraldeido e a solugdo enzimatica utilizada, visto que € necessario manter a membrana

imersa em solugdo tampao.

Figura 20: Membrana de PA utilizada no processo de imobilizacéo.

Os tampdes utilizados foram: (1*) acetato 0,2 M, pH 7 para diluir o glutaraldeido e

acetato 0,2 M, pH 5 para diluir a solugdo enzimatica; (2*) Mcllvaine 0,1 M, pH 7 para diluir o
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glutaraldeido e Mcllvaine 0,1 M, pH 5 para diluir a solugdo enzimatica; (3*) Mcllvaine 0,1 M,
pH 7 para diluir o glutaraldeido e acetato 0,2 M pH 5 para diluir a solucdo enzimatica; A
membrana utilizada no processo, que permaneceu a 30°C (£2°C) sob agitacdo, tinha uma area
de 9 cm? (Fig. 20).
A quantidade de proteina retida na membrana foi determinada pela diferencga entre a
quantidade de proteina inicial da solu¢do e a quantidade total das proteinas presentes nas
solugdes de lavagem, apos a imobilizacdo, sendo as proteinas dosadas pelo método de

Bradford (1976).
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Figura 21: Relagdo entre a quantidade de proteina imobilizada em PA e os tampd@es: acetato pH 7 ¢ pH 5
(1); Mcllvaine pH 7 e pH 5 (2) e Mcllvaine pH 7 e acetato pH 5 (3), para dissolucdo do glutaraldeido e da
enzima respectivamente. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrio.
Tratamentos com as mesmas letras ndo difereiram significativamente a nivel de p<S, pelo teste de Tukey.

Os valores de quantidade de proteina imobilizada em membranas de poliamida 6,6
(Fig. 21), ndo apresentaram diferenga significativa. Utilizou-se, entdo, o tampao Mcllvaine

0,1 M, pH 7 para diluir o glutaraldeido e o tampao Mcllvaine 0,1 M, pH 5, para diluir a
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solugdo enzimatica. A solucdo enzimatica utilizada apresentava atividade de lacase de
56,6 U.mL". Foram realizados ensaios semelhantes aos realizados com filmes de PSU. Os
tampdes utilizados foram: (1*) acetato 0,2 M, pH 7 para diluir o glutaraldeido e acetato 0,2 M,
pH 5 para diluir a solu¢do enzimatica; (2*) Mcllvaine 0,1 M, pH 7 para diluir o glutaraldeido e
acetato 0,2 M, pH 5 para diluir a solu¢do enzimatica; (3*) Mcllvaine 0,1 M, pH 5 para diluir o
glutaraldeido e Mcllvaine 0,1 M pH 5 para diluir a solu¢do enzimatica; (4*) Mcllvaine 0,1 M,
pH 7 para diluir o glutaraldeido e Mcllvaine 0,1 M, pH 5 para diluir a solugdo enzimdatica. A
membrana utilizada no processo, que permaneceu a 30°C (£2°C) sob agitacdo, tinha uma area
de 9 cm’ (Fig. 22). A solugdo enzimatica utilizada possuia atividade de lacases de

100,6 U.mL"'!

Figura 22: Membrana de PSU utilizada no processo de imobilizagéo.

Pelos dados apresentados na figura 23, pode-se observar que os tampodes que

apresentaram maior reten¢ao de proteinas na imobilizagdo foram tampao acetato pH 7 e pH 5
(2) e Mcllvaine pH 7 € pH 5 (4). Carta et al. (1990) utilizaram tampao fosfato pH 7,0 na

segunda e terceira etapas de reagéo para imobilizar lipases (pH 6timo para a enzima). Vieira

e Oliveira (2006) reticularam quitosana com glutaraldeido utilizando tampao fosfato pH 7,0 e

assim imobilizaram peroxidases utilizando a mesma solugao tampao.
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Figura 23: Quantidade de proteina imobilizada em PSU em fungdo dos tampdes: acetato pH 7 e pH 5
(1); Mcllvaine pH 7 e acetato pH 5 (2); Mcllvaine pH 5 e pH 5 (3); Mcllvaine pH 7 e pH 5 (4), para
dissolucao do glutaraldeido e da enzima respectivamente. Os valores correspondem a média de trés replicatas
e as médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as repetigdes diferiram a nivel p<S§, pelo

teste de Tukey.

Para determinagdo da temperatura e do tempo ideal do processo de imobilizagao,
foram avaliadas as quantidades de enzima imobilizada, em reacdes de até 48 horas, com
temperatura controlada de 20°C, 30°C e 40°C (Fig. 24 ¢ 25). As solugdes foram mantidas sob

agitacdo constante e apresentavam atividade de lacase de 56,6 U.mL".
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Figura 24: Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PA. Os valores correspondem a média de trés
replicatas e as médias ao desvio padrdo. A varia¢do da quantidade de proteinas imobilizadas foi avaliada a nivel
p<5, pelo teste de Tukey, em relagdo as diferentes temperaturas de reacgdo.

De acordo com os dados obtidos, verificou-se uma variacdo nas quantidades de
proteinas imobilizadas a 20°C, em relagdo a 30°C e 40°C. O melhor tempo para a
imobilizacao da solugdo enzimatica de lacases nas membranas de poliamida foi encontrado
em 12 horas, a temperaturas de 30°C e 40°C.

Na figura 25, pode-se observar a relagao entre a quantidade de proteina imobilizada

em membranas de PSU e a massa do filme utilizado.
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Figura 25: Quantidade de proteinas imobilizadas por mg de filmes de polissulfona (PSU). Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. A variacdo da quantidade de proteinas
imobilizadas foi avaliada a nivel p<5, pelo teste de Tukey, em relagdo as diferentes temperaturas de reag@o.

A partir da sexta hora de imobilizacdo, as quantidades de proteinas apresentaram
pouca variagdo em relagdo as primeiras horas do processo. A queda observada nas analises

realizadas a 20°C, ap6s a 4 h de reacdo, sugere uma perda de proteinas do filme para o meio,

indicando uma possivel dessor¢ao das proteinas que permaneceram ligadas fisicamente ao
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polimero. Nas analises realizadas a 30°C e 40°C, a imobilizacdo mostrou-se eficiente nas
primeiras horas de reagdo, com poucas alteracdes nas andlises posteriores, demonstrando
pequena influéncia da temperatura no processo de imobilizagao.

Para comprovar a presenga de proteinas nas membranas, foram realizadas analises de
cromatografia de permeac¢do em gel (GPC) e microscopia eletronica de varredura — sistema de
energia dispersiva (MEV — EDS).

O GPC tem sido utilizado como uma técnica relativamente rapida e segura para
determinagdo de massa molar média (Mw) de polimeros. As membranas de PA foram

avaliadas durante as varias fases do processo de imobilizagao.

Tabela 4: Valores de massa molar média estimados por GPC em diferentes etapas da imobilizacao.

Etapa Amostra Mw (g.mol™)
1 Poliamida comercial “pellete” 161218
2 Membrana de poliamida 122837
3 Membrana com Glutaraldeido 182354
4 Membrana com extrato enzimatico imobilizado 487831

As variagdes de massa molar da PA (Tabela 4) durante o processo de preparagao dos
filmes por inversdo de fase (etapas 1 e 2) e os tratamentos para imobilizagdo de enzimas
(etapas 3 e 4) podem demonstrar que ocorreu um aumento significativo da Mw nos filmes
com extrato enzimatico, sugerindo a ocorréncia de ligacdes entre a estrutura do polimero ¢ as
enzimas. A solugdo enzimatica utilizada para a imobilizagdo continha, além de lacases,
Mn-peroxidase, além de outras proteinas.

As membranas de PA e PSU foram caracterizadas por MEV/EDS para avaliagdo das
diferengas na composi¢do e na estrutura apresentadas pelos filmes com extrato enzimatico

imobilizado e sua dispersdo na superficie polimérica pela presenca dos metais. Com a
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utilizacdo dessa técnica, também foi possivel avaliar se o processo de imobilizagdo
apresentou-se de forma homogénea na superficie dos filmes poliméricos de PA e PSU. Nos
filmes de PA foi monitorada a presenca de enxofre (S) que ndo faz parte da composi¢ao do
polimero mas pode ser encontrado nos aminoécidos cisteina e metionina, presentes tanto nas
lacases quanto em vérias outras proteinas. Também foi detectada a presenca de cobre (Cu)
elemento que esta presente na estrutura da lacase e manganés (Mn), elemento que pode estar
presente juntamente com a manganés-peroxidase.

As Tabelas 5 e 6 indicam a contagem de elementos para N, O, S e Cu presentes na
mesma membrana de poliamida, mas em locais diferentes da membrana. Os elementos N e O

também estdo presentes nos filmes poliméricos utilizados.

Tabela 5: Porcentagem de massa referentes aos elementos analisados por MEV/EDS em membrana de PA
com extrato enzimatico imobilizado de 0,1 cm? em anélises realizadas em trés locais diferentes da mesma
membrana.

Elemento % Massa - 1 % Massa - 2 % Massa - 3
N 17,85 18,07 27,08
O 79,85 81,16 67,03
S 1,41 0,05 4,75
Cu 0,84 0,70 0
Mn 0 0 1,14

Pode-se observar a presenca de Cu e S nas analises (Tabela 5), sugerindo a ocorréncia
de imobilizacdo do extrato nas membranas, com grande desvio nessa técnica, talvez devido a

heterogeneidade da imobilizagdo, tendo-se, inclusive, Mn em somente um extrato analisado.

Tabela 6: Porcentagem de massa referente aos elementos analisados por MEV / EDS em membranas de
PSU com extrato de lacases imobilizada (em duas analises realizadas com membranas de PSU de area
0,1 cm?).

Elemento % Massa - 1 % Massa - 2
(0] 15,05 16,20
S 84,78 84,34
Cu 0,17 0,01

Os filmes de PSU (Tabela 6) apresentaram o elemento Cu nas duas andlises realizadas

em fracdes da mesma membrana. A grande quantidade de enxofre presente estd relacionada a
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estrutura do polimero. Nao foi possivel determinar a homogeneidade da imobilizagdo através
desse método pois a solucdo enzimadtica utilizada ndo continha apenas uma enzima e, talvez, o

nimero de amostras tenha sido pequeno para desvios dessa ordem.

4.2.2 Atividade de lacases imobilizadas

Ao iniciar-se os estudos de imobilizacdo de lacases ja era de conhecimento que
modificagdes poderiam ocorrer nas propriedades enzimaticas durante o processo de
imobilizacdo e que estas poderiam ocorrer devido a varios fatores: efeitos conformacionais —
modifica¢do conformacional da molécula da enzima devido a alteracao na estrutura terciaria
do sitio ativo; efeitos estereoquimicos — uma parte da molécula da enzima ¢ imobilizada em
uma posicdo tal que o sitio ativo ¢ relativamente inacessivel ao substrato; efeitos
microambientais (efeitos de particdo) — interacdes eletrostaticas entre suporte e substrato;
neste caso, as condigdes do microambiente préximo a enzima sao diferentes daquelas da
solucdo reacional e, efeitos difusionais ou de transferéncia de massa — tém origem na
resisténcia de difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto para a solugao
(Gomes, et al., 2006; Zanin & Moraes, 2004).

Na Figura 26, sao apresentados os dados da capacidade de oxidagdo de ABTS para os
filmes de PA em reagdes com diferentes tempos de imobilizagdo (2-24 h) e temperaturas
(20°C, 30°C e 40°C). Como pode ser verificado, as médias de oxidagao do ABTS durante o
processo de imobilizagdao, em reagdo de 6 h, a 30° e 40°C, mostram-se maiores. Nao foram
observadas diferengas significativas em relacdo a atividade de lacases, a 30°C e 40°C, devido
ao grande desvio obtido. Aparentemente, os maiores valores de oxidacdo de ABTS, que
ocorreram nas primeiras 2 h, podem ter sido, em parte a acdo de lacases ndo imobilizadas
presentes nos polimeros, uma vez que as membranas foram lavadas apenas com agua

destilada e que os valores de atividade reduziram-se as 4 horas.
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Figura 26: Relacdo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcio do tempo de

reacdo e temperatura do processo. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio
padrdo. A variacdo da quantidade de proteinas imobilizadas foi avaliada a nivel p<5, pelo teste de Tukey, em
relacdo as diferentes temperaturas de reagao.

Na figura 27, verifica-se que o processo de imobilizagdo em PSU também mostrou
resultados semelhantes para os diferentes tempos de imobilizagdo de lacases. A melhor
atividade foi observada com 6 horas de imobilizagdo, a 30°C e 40°C. O processo de
imobilizagdo mostrou-se mais rapido em relagdo aos obtidos por Shiyu et al. (2002), que
imobilizaram lacase extraida de Panus conchatus em granulos de poli (vinil alcool),
utilizando glutaraldeido como agente de ligacao, quando os melhores valores de imobilizacao

variaram de 12 a 24 h, mantendo-se a reac¢do a 40°C.
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Figura 27: Relagéo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em fungdo do tempo de
reacdo e temperatura do processo. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio
padrdo. A variagdo da quantidade de proteinas imobilizadas foi avaliada a nivel p<5, pelo teste de Tukey, em
relacdo as diferentes temperaturas de reagéo.

As atividades de lacases imobilizadas em filmes de PA também foram determinadas
utilizando ABTS como substrato redutor, em trés concentragdes diferentes (175, 325 e
375 umol.L™"). A reagdo foi mantida a temperatura ambiente (25°C +2°C), com agita¢do por
10 h. A solugdo enzimatica utilizada possuia atividade de lacase de 100,5 U.mL". Pode-se
observar na figura 28 que, com o aumento da concentragdo de substrato no meio reacional,

ocorreu um aumento na quantidade de ABTS oxidado.
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Figura 28: Atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcdo da concentracdo de ABTS na
reacdo. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo.

A atividade de lacase imobilizada em PSU foi medida utilizando-se ABTS como
substrato redutor, em trés concentragdes diferentes: 175, 275 e 375 pmol.L" (Fig. 29). A

rea¢do foi mantida a temperatura ambiente (25°C +£2°C), sob agitagao, por 10 h.
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Figura 29: Atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU em funcdo da concentracdo de ABTS na
reacdo. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. A variagdo da
quantidade de proteinas imobilizadas foi avaliada a nivel p<S§, pelo teste de Tukey, em relagdo as diferentes
temperaturas de reagao.

De acordo com os dados obtidos, ndo foi observada variagdo significativa na atividade
de lacases, nas concentracdes de ABTS utilizadas. Mesmo assim, verificou-se que nas
concentragdes de 175 e 275umol.L" ocorreu um aumento de ABTS oxidado no meio
reacional, enquanto que para a concentragdo de 375umol.L" ocorreu uma redugdo do
substrato oxidado. Esse fato sugere a possibilidade de inibi¢do da reacdo por excesso de

substrato.
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Devido a sua natureza protéica, as enzimas sdo altamente sensiveis a variagdes de pH,

temperatura, concentracao da propria enzima, entre outros fatores. Portanto, o conhecimento

desses pardmetros sobre a reagdo enzimatica permite explorar melhor as propriedades
cataliticas (Gomes et al., 2006).

Na figura 30, sdo apresentados resultados da capacidade oxidante da membrana de PA

com as enzimas imobilizadas em funcido do pH. A solugdo enzimatica utilizada apresentava

atividade de lacases de 103 U.mL™".
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Figura 30: Analise da atividade de lacase imobilizada em PA, utilizando diferentes pHs. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrio. Barras com letras distintas indicam que as
repeti¢des diferiram a nivel p<5, pelo teste de Tukey.

Verifica-se que as melhores atividades de lacase foram obtidas utilizando-se tampao
acetato pH 4. Como observado, esses dados de atividade da membrana em fun¢do do pH nao

conferem com o0s observados para enzima livre, apresentados anteriormente (Fig. 12), os
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quais mostraram que valores de pH entre 5-6 resultaram em maiores atividades enzimaticas.
A solugdo enzimatica utilizada apresentava atividade de lacases de 103 U.mL"

Foram realizadas andlises do pH o6timo para lacase imobilizada em PSU, utilizando
ABTS como substrato redutor. Na figura 31, sdo observados os resultados das atividades de
determinag¢do de pH o6timo, para atividade do extrato de lacases imobilizado em filmes de
poliamida, utilizando tampao acetato pH 3-6.

Verifica-se que as melhores atividades de lacase foram obtidas utilizando tampao
acetato pH 3 (Fig. 31) enquanto que para a enzima livre, as melhores atividades foram em pH

5-6 (Fig. 12).
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Figura 31: Analise da atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU em ABTS com variacdo do pH
empregando tampé&o acetato. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrio.
Barras com letras distintas indicam que as repeti¢des diferiram a nivel p<S5, pelo teste de Tukey.

Esta alteracio de pH oOtimo pode estar relacionada com possiveis mudancas
conformacionais da enzima ou alteragdes de concentragdo entre as espécies carregadas,
substrato, produto, ions hidrogénio, ions hidroxilas, tanto no microambiente da enzima

imobilizada quanto no meio reacional (macroambiente) (Zanin & Moraes, 2004).
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As membranas de PA apresentam caracteristicas levemente cationicas. Segundo Zanin
& Moraes (2004), esta caracteristica sugere que os grupos H' presentes na estrutura do
suporte possuem afinidade pelos grupos hidroxila (-OH) disponiveis no meio reacional,
ocasionando um acumulo destes ions no microambiente da enzima, o que torna necessaria a
presenca de uma quantidade maior de H+ nas proximidades da enzima, para que esse atinja os
valores de pH o6timo, que sdo ideais para a enzima livre, deslocando seu pH 6timo para
valores menores.

As membranas de PSU, por sua vez, sdo levemente anidnicas, assim, 0S grupos
hidroxilas (—OH) presentes na estrutura do suporte possuem afinidade pelos hidrogénios
ionizaveis (H") disponiveis no meio reacional, ocasionando um actimulo desses ions, o que
pode afetar o microambiente da lacase e, conseqiientemente, sua faixa de pH 6timo de

atuacao.

As membranas de PA e PSU foram analisadas quanto a capacidade oxidante,

utilizando-se o tampao Mcllvaine pH 3-7 (Fig. 32 ¢ 33).
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Figura 32: Analise da atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU em ABTS com variacdo do pH
empregando tampé&o Mcllvaine. Os valores correspondem a uma analise.

Tanto para as membranas de PA, quanto para as de PSU, as melhores atividades de
lacase foram obtidas com tampao Mcllvaine pH 5, enquanto que para a enzima livre, as

melhores atividades foram em pH 4 (Fig. 12).
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Figura 33: Anélise da atividade de lacase imobilizada em filmes de PA em ABTS com variacdo do pH
empregando tampé&o Mcllvaine. Os valores correspondem a uma analise.

O deslocamento do pH 6timo para valores maiores pode estar relacionado as
caracteristicas do tampao utilizado interferindo na proteina enzimadtica. Alteragdes no pH
6timo da enzima ja foram observadas para imobilizagdo de lacases (Shiyu et al., 2002), ou
outras enzimas (Palet et al., 2006; Vasileva et al., 2004), em relagdo ao observado para
enzima livre. Esse deslocamento pode ocorrer devido a diferentes mecanismos: 1) alteragdo
da estrutura espacial da enzima na regido do sitio catalitico em fun¢do da ligacdo da proteina

enzimdtica ao glutaraldeido que por sua vez estd ligado ao polimero; 2) imobilizacdo
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preferencial de diferentes isoenzimas com valores Otimos de pH diferente da solucao
enzimatica livre.

Al-Adhami et al. (2002) observaram um deslocamento de pH 6timo de 6 para 5,
quando imobilizaram lacases de C. unicolor em resina comercial DEAE-Granocel 500.
Spettoli et al. (2000) explicaram a alteragdo do pH 6timo de 6,3 para 6,6 pela presenga de
grupos ionizados no suporte. Segundo Spettoli, (ibidem) se uma enzima ¢ ligada a um suporte

anionico, o pH 6timo normalmente desloca-se para a dire¢ao alcalina.

4.2.3 Capacidade oxidativa de membranas com lacase imobilizadas

Na figura 34, é apresentado o perfil de oxidagdo de uma solu¢do 325umol.L" de
ABTS, em filmes de PA com lacases imobilizadas. Pode-se observar que uma solu¢do com
lacases livres apresenta uma mais rapida atividade oxidativa sobre ABTS em rela¢do a
membrana que contém a mesma enzima imobilizada. Verifica-se que somente apos 6 horas,
tempo total do ensaio, a quantidade de ABTS alcancou 76% da quantidade maxima de
ABTS oxidado. Esses resultados sugerem que a difusdo da enzima, sendo dificultada pelo
processo de imobilizacdo, pode prejudicar a catalise enzimatica em relagcdo a enzima livre.
Entretanto, segundo Palet et al. (2006), o processo de oxidagdo utilizando lacases
imobilizadas, embora seja lento apresenta, interesse cinético, pois a atividade da enzima

imobilizada pode se manter estavel por mais tempo, dependendo das condigdes utilizadas.
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Figura 34: Atividade de lacases na solugdo enzimética e imobilizadas em filmes de PA, em funcéo do
tempo de reacgao.

Na figura 35, também ¢ apresentado o perfil de oxidagdo de uma solucdo
325umol.L" de ABTS, entretanto, em filmes de PSU com lacases imobilizadas em pH 3 ¢ 5,
em tampdo acetato. Pode-se observar variacdo significativa na concentragdo de ABTS
oxidado a pH 3 e pH 5, em relag@o a enzima livre. Verifica-se um aumento na porcentagem

de ABTS oxidado em relacdo as reacdes mantidas em pH 5.
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Figura 35: Analise da atividade de lacase livre e imobilizada em filmes de PSU utilizando tampao acetato
pH 3 e pH 5. O ABTS foi utilizado como substrato redutor. Os valores correspondem a média de trés
replicatas e ao desvio padrao. A variagdo concentracdo de ABTS oxidado foi avaliada a nivel p<5, pelo teste de
Tukey.

Na figura 36, verifica-se a comparagdo entre as atividades oxidativas sobre ABTS de
filmes de PA e de PSU com lacases imobilizadas utilizando o mesmo extrato enzimatico com
atividade de lacase de 114,6 U.mL™" € 0 mesmo processo de imobilizagdo. Pdde-se observar
variagao significativa na concentracdo de ABTS oxidado a pH 3 e pH 5, em relagdo a enzima
livre. A maior capacidade oxidativa de ABTS nos filmes de PA em rela¢do aos de PSU.
Entre os fatores responséaveis pela diferenca de atividade oxidativa dos dois filmes com
lacases imobilizadas, pode-se sugerir a ocorréncia de diferengas na capacidade de ligagdo das
proteinas em fun¢do do processo de imobilizacdo empregado e uma possivel interferéncia da
natureza polar dos polimeros, uma vez que PA ¢ hidrofilica e PSU hidrofobica, caracteristica

que, segundo Nascimento et al (2004), interferem na atividade da enzima imobilizada.
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Figura 36: Atividade de lacases imobilizadas em filmes de PA e PSU em fung¢do do tempo de reacdo. Os
valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. A variagdo na concentrado de
ABTS oxidado foi avaliada a nivel p<S, pelo teste de Tukey.

4.2.3 Reutilizagéo de filmes com enzimas imobilizadas

A reutilizagdo das membranas de PA e de PSU teve por objetivo avaliar a estabilidade
da atividade de lacase imobilizada em funcdo do numero de reutilizagcdes do sistema. Os
experimentos foram realizados com um tempo de reacdo de 30 minutos. A solu¢do enzimatica
utilizada na reagdo de imobilizagdo em PA apresentava atividade de lacase de 75 U.mL™" e em
PSU, de 50U.mL". Verifica-se, pela analise da figura 37, que as membranas de PA
mantiveram cerca de 70% da atividade ap6s quatro reutilizagcdes enquanto que as membranas
de PSU (Fig. 38) mantiveram aproximadamente 50% da atividade, comprovando a eficiéncia
do sistema contendo lacases imobilizadas. Os resultados mostraram-se semelhantes aos de
Shiyu et al. (2002), que aplicaram a lacase imobilizada em granulos de PVA em 17 reagdes

consecutivas, obtendo uma retencao de até 70% da atividade em quatro reutilizacdes.
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Figura 37: Reutilizacdo dos sistema PA/lacase. Em cada utilizacdo o tempo de reacdo com ABTS foi de
trinta minutos, a temperatura de 40°C, com agitacdo. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as
médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as repeti¢des diferiram a nivel p<S5, pelo teste
de Tukey.
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Figura 38: Reutilizagédo dos sistema PSU/lacase em tempos de reagdo de trinta minutos, a temperatura de
40°C, com agitacdo em fun¢do da concentracdo de ABTS oxidado. Os valores correspondem a média de trés
replicatas e as médias ao desvio padrdo. Barras com letras distintas indicam que as repeti¢des diferiram a nivel
p<5, pelo teste de Tukey.

4.2.4 Descoloragdo de corantes téxteis por extratos enzimaticos

Para verificar a capacidade dos extratos enzimaticos em promover descoloragdo, foi
avaliada a alteracdo de cor dos corantes Reactive Blue 220 (azo) ¢ Remazol Brilliant Blue R
(antraquinona) em solucdo aquosa a pH 3 e pH 5.

Inicialmente, foram utilizadas solu¢des enzimadticas livres em reagdes com agitacao e
temperatura controlada (30°C). A solugdes enzimaticas utilizadas apresentavam atividade de
110 U.mL",

Como pode ser observado na figura 35, ocorreu alteragdo na cor do corante Reactive
Blue 220 durante o periodo analisado, indicando a a¢do da solugdo enzimatica de lacases
sobre a estrutura do corante. Pela andlise das solugdes em espectofotometro de UV-Vis,
ocorre decréscimo na absorbancia caracteristica do corante (610nm) durante os ensaios

(Fig. 39 e 40).
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D Figura 39: Descoloragdo do corante Reactive Blue 220 em solucdo aquosa 25 mg.L™ com extrato

enzimatico de Pleurotus sajor-caju .Os testes foram realizados a 25°C (x 2), (A) inicial; (B) 1 hora;
(C) 2 horas (D) 4 horas.
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Figura 40: Espectro de UV-Vis do corante Reactive Blue 220 25 mg.L™ antes (A) e ap6s (B) descoloragdo
por sologdo enzimatica de lacases

Resultados semelhantes de descoloragdo de Reactive Blue 220 por extratos
enzimaticos de P. sajor-caju foram observados por Munari (2003), que obteve remogdo de
80% da cor em 30 minutos de reacdo. A diferenga no tempo de reacdo deve-se a maior
atividade do caldo enzimatico utilizado. Varios autores ja observaram a descoloracdo de
corantes azo por lacases (Rodriguez et al., 1999; Baker et al.; 2000) e antraquinona (Sannia et
al., 2005). Queiroz et al. (2003) analisaram a degradacdo de oito corantes azo em meios de
cultura liquidos, contendo in6culos dos fungos P. ostreatus, T. versicolor, P. chrysosporium e
Aureobasiduim pullulans por até 7 dias, obtendo descoloragdo de até 100%. Jarosz-
Wilkolazka et al. (2002) observaram 75-100% de descoloragdo de corantes antraquinonas em
meio, contendo trés linhagens de fungos, apos 14 dias de cultivo.

Pela andlise da figura 41 pode-se observar descoloracdo de até 90% apds 5 h de
reagdo, utilizando a enzima livre. Selvan et al. (2003) monitoraram a descoloracdo de corantes
azo e corantes presentes em efluentes industriais, utilizando o micélio do fungo de degradacgao
branca Thelephora sp. Apds 3 dias de andlise, obteve-se a descoloragdo maxima para

efluentes industriais de 61%.
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Figura 41: Descoloracdo do corante Reactive Blue 220 por caldo enzimatico de lacases em funcdo do
tempo (25°C £2°C) a 610nm.

A descoloracdo do corante industrial Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (antraquinona)
foi realizada utilizando a solugdo enzimatica obtida de P. sajor-caju. Inicialmente, ndo
ocorreram alteragdes significativas na cor do RBBR. Adicionaram-se, entdo, 2 mL do corante
Reactive Blue 220 a 20 mL de RBBR para facilitar a reacdo. A alteragdo na cor da solugdo

pode ser visulizada da figura 42.

|

Figura 42: Descoloracéo do corante RBBR em solugéo aquosa 25 mg/L, com extrato enzimatico de P.
sajor-caju. Os testes foram realizados a 25°C (£ 2) , (A) inicial;(B) 24 horas.
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Conforme a figura 43, a descolorac¢ao foi monitorada por UV-Vis , constatando-se um

deslocamento do pico caracteristico do corante (592nm) para a regido de 400nm, indicando

alteracdes na estrutura do corante.
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Figura 43: Espectro de UV-Vis do corante RBBR 25 mg.L™ (A), apds 24 h (B) e apds 48 h de descoloragao

por caldo enzimatico de lacases.
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Eichlerova et al., (2005) monitoraram a descoloragdo do corante RBBR utilizando os
fungos de degradagao branca D. squalens, I. resinosum e P. calyptratus em meio liquido.
Apos 14 dias, observaram descoloragdo de até 90% do corante. Essa capacidade de

descoloragao foi atribuida a presenca de MnP na solugao.

As membranas utilizadas para os processo de imobilizacdo também foram avaliadas

quanto a capacidade de reducdo de cor dos corantes Reactive Blue 220 e RBBR.
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Figura 44: Porcentagem de descoloracéo do corante Reactive Blue 220 25 mg.L™ com a solugdo enzimatica
livre e imobilizada. A membrana de PA sem a enzima imobilizada (PA); a membrana de poliamida com a
enzima imobilizada (PA com enzima) e solugdo enzimatica livre; durante 24 h em reagdo mantida a 30°C com
agitacdo constante. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padrdo. A
porcentagem de descoloragio foi avaliada a nivel p<5, pelo teste de Tukey.

Na figura 44, pode-se observar a variacdo na descoloragao do corante azo Reactive
Blue 220. A solugd@o enzimatica livre foi capaz de reduzir até¢ 60% da cor na primeira hora de
reacdo e aproximadamente 95% da cor apos 3 h. As membranas de PSU e PSU com enzima
imobilizada ndo apresentaram descoloracdo; ja a membrana de PA, mesmo sem a enzima
imobilizada, mostrou-se capaz de reduzir em 50% a cor da solucdo, apds 24 h de reacgao,
devido, provavelmente ao processo fisico de adsor¢do. Aliada a essa caracteristica da
membrana de PA, a imobilizagdo da solu¢do enzimatica mostrou-se eficiente, aumentando,
em mais de 50%, a descolorag¢do nas primeiras 7 horas de reagdo, se comparada & membrana
de PA. Verificou-se variacao significativa na porcentagem de descoloracdo do corante entre

as membranas de PA com e sem enzima e a enzima livre.
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Resultados semelhantes sdo observados para a descoloracdo do corante RBBR com
Reactive Blue 220 (Fig. 45). Apds 24 h de andlise, pode-se observar um aumento menor da
descoloragdo comparando-se a membrana de PA com e sem enzima imobilizada. As

membranas de PSU ndo apresentaram descoloragao.

Zille (2005) analisou a descoloracao de corante e efluentes industriais com lacase livre
e imobilizada. Concluiu que para o tratamento de corantes utilizados no tingimento, a
estabilidade da enzima livre ou imobilizada depende da natureza do corante e do efluente a ser
tratado. Em suas andlises, observou que a enzima livre apresentou uma estabilidade maior
(194 h) que a enzima imobilizada (74 h) para o tratamento de efluentes. Concluiu, também,
que aproximadamente 79% da descoloragdo provocada pela enzima imobilizada foi possivel

devido a caracteristica de adsor¢@o presente no suporte utilizado.
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Figura 45: Porcentagem de descoloracdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™" utilizando a
solugdo enzimatica livre (enzima); a membrana de PA sem a enzima imobilizada (PA); a membrana de
poliamida com a enzima imobilizada (PA com enzima) e a solu¢do enzimatica livre durante 24 h em reagado
mantida a 30°C com agitacdo constante. Os valores correspondem a média de trés replicatas e as médias ao
desvio padrao.
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Figura 46: Porcentagem de descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™* utilizando a
membrana de PA com a enzima imobilizada a pH 3 e 5 e a membrana de PSU com a enzima imobilizada a pH 3
e 5, utilizando tampdo acetato, durante 24 h em reacdo mantida a 30°C com agitagdo constante. Os valores
correspondem a média de trés replicatas e as médias ao desvio padréo.

Durante as 24 horas de andlise, observou-se um aumento da descoloragdo provocada
pelas membranas de PA com e sem enzima. Verificou-se também aumento da descoloracao
provocado pela alteragdo de pH do meio reacional (Fig. 46). As membranas de PSU, com
lacase imobilizada apresentaram melhor atividade de lacases a pH 3, utilizando ABTS como

substrato, o que ndo foi verificado utilizando o corante RBBR com Reactive Blue R.

Os resultados do presente trabalho mostram que a linhagem PS 2001 de P. sajor-caju
secreta lacases em cultivos no estado solido, utilizando meios de serragem de Pinus spp. As
solugdes enzimaticas em estudo contém outras proteinas, além de lacases, que atuam como
impurezas no processo de imobilizagdo, competindo com as lacases pelo suporte. Parte das
lacases presentes nos extratos enzimaticos podem ser retidas em filmes de PA e PSU, por
processos de imobilizagdo, utilizando glutaraldeido, preservando-se parcialmente a atividade
enzimatica. A utilizagdo de lacases livres e imobilizadas em membranas de PA demonstrou

ser eficiente na descoloracdo dos corantes Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R,
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sugerindo que este tipo de sistema pode vir a ser utilizado na descoloracdo de compostos

recalcitrantes.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho permite as seguintes conclusdes:

os extratos de cultivos da linhagem Pleurotus obtidos em serragem de Pinus spp.
mostraram atividades de lacases;

os valores de Km (0,3mM) calculados para atividade de lacases foram semelhantes aos
dados da literatura;

¢ possivel imobilizar lacases de P. sajor-caju em membranas de PA e PSU, utilizando
glutaraldeido como agente de ligagao;

a solucdo enzimatica imobilizada atingiu, aproximadamente, 80% da atividade obtida
com a enzima livre;

a solucdo enzimatica imobilizada apresentou reducdo da velocidade de oxidacao do
substrato ABTS, quando comparada com a enzima livre;

as membranas de PA apresentam 70% da atividade apos quatro reutilizagdes e as
membranas de PSU, aproximadamente 50% da atividade apos cinco reutilizagoes;

as membranas de PA apresentaram capacidade de descoloragdo dos corantes
industriais Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R;

as técnicas de MEV-EDS e GPC podem ser utilizadas para demonstrar a ocorréncia de

imobilizacdo de lacases nos filmes de PA e PSU.
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6 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE

Como sugestdes para a continuidade desta pesquisa, podem ser relacionados os

seguintes temas:

e purificacdo das enzimas presentes no solucdo enzimatica previamente a imobilizagao;

e imobilizagdo da solugdo enzimatica em outros suportes que nao comprometam as
caracteristicas cinéticas da enzima,

e analise da descoloragdo de outros corante com lacases livres e imobilizadas;

e determinacdo do percentual de descoloracdo de efluentes da industria téxtil com lacases
imobilizadas;

e identificacdo da toxicidade dos corantes ou efluentes tratados com lacases livres e

imobilizadas.
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Anexo 1. Dados experimentais que compuseram a figura 12.

Tabela A 1. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes pHs, utilizando tamp&o Mcllvaine pH 2-8.

&9

pH Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 5,57 5,88 5,17
3 21,04 20,36 15,65
4 39,96 39,76 39,76
5 34,35 34,52 34,11
6 22,93 24,47 24,64
7 15,10 13,86 13,62
8 8,61 8,58 9,31
Tabela A 2. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes pHs, utilizando tamp&o acetato pH 2-7.
pH Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0 0 0
3 10,00 10,52 10,03
4 9,02 9,00 8,76
) 40,00 37,15 39,02
6 34,10 32,03 32,00
7 13,10 13,00 12,00

Anexo 2. Dados experimentais que compuseram a figura 13.

Tabela A 3. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes concentracdes utilizando o tampao Mcllvaine

pH 4.
Concentracdo (mol.L™") Andlise 1 Andlise 2 Andlise 3

0,01 324,13 321,20 321,20
0,02 3344 330,73 330,75
0,05 310,93 323,40 321,20
0,1 338,06 335,13 335,13
0,5 326,33 324,86 324,13

1 297,73 305,80 297,73

Anexo 3. Dados experimentais que compuseram a figura 14.

Tabela A 4. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes concentracdes utilizando o tampao Mcllvaine

pH 5.
Concentracdo (mol.L™") Andlise 1 Andlise 2 Andlise 3

0,01 247,86 262,53 273,53
0,02 280,13 295,53 299,93
0,05 302,13 310,20 313,86
0,1 300,66 309,46 305,46
0,5 280,86 288,20 291,13

1 291,13 299,93 298.46




Anexo 4. Dados experimentais que compuseram a figura 15.

Tabela A 5. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes concentracdes utilizando o tampao acetato pH 6.

Concentracdo (mol.L™") Analise 1 Analise 2 Analise 3
0,01 30,41 30,81 30,15
0,05 44,84 44,69 44,78
0,1 43,65 43,28 43,89
0,2 40,26 40,13 40,16
0,5 30,81 33,71 31,75
1 24,58 16,59 25,96

Anexo 5. Dados experimentais que compuseram a figura 16.

Tabela A 6. Atividade de lacases (U.mL™) em diferentes concentracdes utilizando o tampao acetato pH 5.

Concentracdo (mol.L™") Analise 1 Analise 2 Analise 3
0,01 46,10 45,65 46,07
0,05 46,16 46,05 46,07
0,1 44,27 43,04 41,54
0,2 42,53 42,60 42,60
0,5 35,21 36,52 34,37
1 24,58 16,59 25,96

Anexo 6. Dados experimentais que compuseram a figura 17.

Tabela A 7. Termoestabilidade do extrato de lacases a 20°C por 24 h, utilizando ABTS como substrato em
tampdo acetato, pH 5. Atividade expressa em U.mL™.

Concentracdo (mol.L™") Andlise 1 Andlise 2 Andlise 3
0 0.005 0.006 0.004
1 337 330 323
2 374 352 345
3 359 345 374
4 345 308 330
12 293 293 315

Tabela A 8. Termoestabilidade do extrato de lacases a 30°C por 24 h, utilizando ABTS como substrato em
tampdo acetato, pH 5. Atividade expressa em U.mL™.

Concentragdo (mol.L™) Anélise 1 Anélise 2 Anélise 3
1 359 359 367
2 315 220 257
3 293 264 279
4 257 249 249
12 169 147 147
24 117 59 88
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Tabela A 9. Termoestabilidade do extrato de lacases a 40°C por 24 h, utilizando ABTS como substrato em
tampao acetato, pH 5. Atividade expressa em U.mL™.

Concentracdo (mol.L™) Analise 1 Analise 2 Andlise 3
1 125 125 103
2 0 37 44
3 22 22 15
4 0 7 15
12 0 0 0
24 0 0 0

Tabela A 10. Termoestabilidade do extrato de lacases a 50°C por 24 h, utilizando ABTS como substrato
em tampdao acetato, pH 5. Atividade expressa em U.mL™.

Concentracdo (mol.L™) Analise 1 Analise 2 Andlise 3
1 1 0 1
2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0

Anexo 7. Dados experimentais que compuseram as figuras 18 e 19.

Tabela A 11. Atividade de lacases e concentracdo de ABTS utilizados.

S (UM) Atividade (U. mL)
22.72727 34.46667
27.27273 41.8
34.09091 50.6
38.63636 55.73333
45.45455 66.73333
56.81818 81.4
90.90909 123.93334
113.63636 145.19999
170.45454 186.26666
227.27273 206.06666
340.90913 261.79998
454.54545 286.00001
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Anexo 9. Dados experimentais que compuseram a figura 21.

Tabela A 12. Relacao entre a quantidade de proteina imobilizada em PA e os tamp0®es: acetato pH 7 e pH
5 (1); Mcllvaine pH 7 e pH 5 (2) e Mcllvaine pH 7 e acetato pH 5 (3), para dissolucao do glutaraldeido e da
enzima respectivamente.

Solucéo tampéo Anélise 1 Anélise 2 Anélise 3
1 1,65 2,56 1,76
2 1,98 2,42 1,63
3 1,40 1,40 1,18

Anexo 10. Dados experimentais que compuseram a figura 23.

Tabela A 13. Quantidade de proteina imobilizada em PSU em func¢do dos tampdes: acetato pH 7 e pH 5
(1); Mcllvaine pH 7 e acetato pH 5 (2); Mcllvaine pH 5 e pH 5 (3); Mcllvaine pH 7 e pH 5 (4), para
dissolucdo do glutaraldeido e da enzima respectivamente.

Solucdo tampao Andlise 1 Analise 2 Analise 3
1 1,65 1,27 1,35
2 1,98 2,40 1,65
3 1,40 1,18 1,79
4 2,38 2,53 2,36

Anexo 11. Dados experimentais que compuseram a figura 24.

Tabela A 14. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PA (20°C)

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,35 0,35 0,39
4 0,31 0,15 0,31
6 0,49 0,46 0,05
8 0,11 0,05 0,45
10 0,44 0,15 0,26
12 0,25 0,29 0,56
24 0,19 0,01 0
48 0,24 0,24 0,37

Tabela A 15. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PA (30°C)

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,24 0,26 0,26
4 0,55 0,64 0,73
6 0,9 0,9 1,01
8 0,89 1,05 1,35
10 1,23 1,31 1,52
12 1,58 1,61 2,02
24 1,73 1,72 2,05

48 1,91 1,94 2,31




Tabela A 16. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PA (40°C)
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Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,5 0,4 0,66
4 0,93 1,0 0,8
6 1,47 1,18 1,0
8 1,39 1,39 0,92
10 1,44 1,44 1,11
12 1,9 1,94 1,48
24 1,94 1,92 1,46
48 2,07 2,01 1,48
Anexo 12. Dados experimentais que compuseram a figura 25.
Tabela A 17. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PSU (20°C)
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,17 0,40 0,51
4 0,17 0,49 0,49
6 0,21 0,30 0,16
8 0,21 0,33 0,16
10 0,20 0,31 0,16
12 0,21 0,28 0,15
24 0,18 0,28 0,15
48 0,20 0,30 0,17
Tabela A 18. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PSU (30°C)
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,06 0,1 0,17
4 0,35 0,34 0,46
6 0,32 0,36 0,52
8 0,33 0,35 0,52
10 0,32 0,33 0,32
12 0,34 0,35 0,56
24 0,28 0,32 0,51
48 0,29 0,34 0,54
Tabela A 19. Quantidade de proteinas imobilizadas em filmes de PSU (40°C)
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
2 0,28 0,47 0,41
4 0,27 0,26 0,30
6 0,31 0,40 0,35
8 0,33 0,42 0,37
10 0,30 0,40 0,42
12 0,30 0,39 0,37
24 0,27 0,35 0,34
48 0,30 0,40 0,33




Anexol3. Dados experimentais da tabela 4.

Figura A 1 - GPC - Poliamida comercial “pellete”
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Figura A 2 - GPC — Membrana de poliamida
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Figura A 3 - GPC - Membrana com glutaraldeido
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Figura A 4 - GPC — Membrana com solugdo enzimatica
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Anexo 14. Dados experimentais que compuseram a figura 26.

Tabela A 20. Relacao entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em fun¢do do tempo de

reacdo e temperatura do processo (20°C)

Tempo (h) Analise 1 Andlise 2

2 17,72 6,88
4 3,75 3,91
6 10,25 10,25
8 6,47 441
10 3,0 3.9

12 7,1 8,6

24 4,13 3,75

Tabela A 21. Relagdo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcao do tempo de

reacdo e temperatura do processo (30°C)

Tempo (h) Analise 1 Andlise 2

2 9,8 3,52
4 0,38 7,3

6 18,38 18,19
8 15,25 9,63
10 4,77 15,41
12 8,19 5,08
24 2,27 6,83

Tabela A 22. Relagéo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcéo do tempo de

reacdo e temperatura do processo (40°C)

Tempo (h) |

Andlise 1 Anélise 2
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24

10,36
6,53
13,77
6,38
8,66
6,0
4,0

100

9,63
5,62
22,95
23,5
8,60
12,0
10,0

Anexo 15. Dados experimentais que compuseram a figura 27.

Tabela A 23. Relacao entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em fung¢édo do tempo de

reacdo e temperatura do processo (20°C)

Tempo (h) Anadlise 1 Andlise 2
2 17,72 6,88
4 3,75 3,91
6 9,72 10,25
8 5,83 5,47
10 11,66 4,72
12 7,58 6,0
24 6,52 6,83

Tabela A 24. Relagdo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em funcéo do tempo de

reacado e temperatura do processo (30°C)

Tempo (h) Analise 1 Andlise 2
2 9,8 3,52
4 6,94 7,3
6 26,38 3,0
8 10,11 7,91
10 11,41 11,55
12 10,05 11,52
24 0 0,38

Tabela A 25. Relagdo entre a atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em funcéo do tempo de

reacdo e temperatura do processo (40°C)

Tempo (h)

Andlise 1

Anélise 2
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24

18,69
10,0
22,22
5,19
3,63
7,44

9,63
9,47
28,50
5,86
9,25
0,86
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Anexo 16. Dados experimentais que compuseram a figura 28.

Tabela A 26. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcéo da concentracdo de ABTS na

reacdo (175uM).

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0 0 0
1 0,69 0,55 0,5
2 2,08 0,71 0,69
3 2,77 0,8 0,52
4 2,63 0,7 0,48
5 2,72 0,53 0
6 2,97 0 0
7 2,52 0 0
8 1,97 0 0
9 1,80 0 0
10 1,30 0 0

Tabela A 27. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcéo da concentracdo de ABTS na

reacdo (325uM).

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 0 0 0
1 1,52 0,41 1,19
2 3,52 1,13 3,16
3 6,55 2,36 5,88
4 9,25 3,47 8,13
5 12,25 4,13 10,33
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6 15,69 5,33 13,36
7 17,27 5,22 14,66
8 17,41 3.8 14,50
9 17,41 1,77 13,58
10 16,72 0 11,88

Tabela A 28. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PA, em funcéo da concentracdo de ABTS na
reacdo (375uM).

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3

0 0 0 0

1 5,05 2,94 5,78
2 9,69 7,33 13,13
3 14,91 12,61 21,77
4 20,08 17,8 29,36
5 25,97 23,66 38,38
6 31,88 29,36 45,63
7 37,66 34,58 51,13
8 42,8 39,05 54,38
9 47,5 42,69 56,52
10 51,88 44,86 56,22

Anexo 17. Dados experimentais que compuseram a figura 29.

Tabela A 29. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em funcéo da concentracdo de ABTS na
reacdo (175uM).

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,00 0,00 0,00
1 0,69 0,52 0,19
2 1,44 1,13 1,00
3 2,22 2,13 1,91
4 3,44 2,72 3,08
5 4,61 3,50 4,63
6 5,72 4,19 6,02
7 7,58 5,08 7,61
8 9,33 6,00 9,94
9 11,25 6,75 12,22
10 7,58 10,69 14,08

Tabela A 30. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em funcéo da concentracdo de ABTS na
reacdo (275uM).

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,00 0,00 0,00
1 0,30 0,70 1,19
2 1,02 1,56 2,33
3 1,75 2,40 3,41
4 2,97 3,25 4,88
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5 3,88 4,23 591
6 4,88 5,23 7,08
7 6,13 7,12 8,41
8 7,75 8,52 10,38
9 9,27 10,40 11,61
10 10,55 11,23 13,38

Tabela A 31. Atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU, em funcéo da concentracdo de ABTS na
reacao (375uM).

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,00 0,00 0,00
1 0,47 1,16 1,18
2 0,38 0,30 0,36
3 1,75 1,00 1,00
4 2,83 2,19 2,74
5 3,50 2,94 3,46
6 4,36 3,91 4,23
7 5,47 5,33 5,45
8 7,11 7,52 7,23
9 8,80 9,83 8,70
10 10,11 11,88 10,23

Anexo 18. Dados experimentais que compuseram a figura 30.

Tabela A 32. Analise da atividade de lacase imobilizada em PA, utilizando tampao acetato a diferentes
pHSs

pH Analise 1 Analise 2 Analise 3
3 0,55 0,80 0,63
4 1,36 1,77 1,57
5 0,44 0,44 0,46
6 0 0,13 0,10
7 0 0,11 0,13

Anexo 19. Dados experimentais que compuseram a figura 31.

Tabela A 33. Anélise da atividade de lacase imobilizada em PSU, utilizando tampé&o acetato a diferentes
pHs

pH Andlise 1 Analise 2 Analise 3
3 0,02 0,03 0,02
4 0,006 0 0
5 0,008 0 0
6 0,01 0 0,007

Anexo 20. Dados experimentais que compuseram as figuras 32 e 33.



Tabela A 34. Anélise da atividade de lacase imobilizada em PA e PSU

diferentes pHs

, utilizando tamp&o Mcllvaine a

pH PA PSU
3 6,58 3,73
4 5,98 438
5 11,38 5,47
6 8,59 3,5
7 1,69 0,14

Anexo 21. Dados experimentais que compuseram a figura 34.

104

Tabela A 35. Atividade de lacases na solucdo enzimatica e imobilizadas em filmes de PA, em funcéo do

tempo de reacao.

Tempo (h) Livre Imobilizada
1 0 0
2 144,44 6,41
3 126,38 28,58
4 117,72 41,41
5 119,16 64,16
6 115,55 82,83
Anexo 22. Dados experimentais que compuseram a figura 35.
Tabela A 36. Andlise da atividade de lacase livre (U.mL™)
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 2,13 5,03 3,67
0,5 11,51 17,87 16,95
1 17,70 18,04 18,01
1,5 18,01 18,00 18,09
2 17,91 17,98 18,06
3 17,84 17,90 17,79
4 18,07 18,04 18,06
5} 17,98 18,01 17,95
6 17,97 18,12 18,00
24 18,20 17,94 17,93
Tabela A 37. Andlise da atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU utilizando tampéo acetato pH 3
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,13 0,05 1,72
0,5 1,36 0,55 2,36
1 1,83 0,75 2,77
1,5 4,05 2,30 4,30
2 5,27 3,11 5,08
3 6,30 4,36 6,30
4 8,27 5,22 8,72
5} 9,52 6,41 9,05
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6 10,75 8,30 8,63
24 18,52 13,5 11,61
Tabela A 38. Analise da atividade de lacase imobilizada em filmes de PSU utilizando tamp&o acetato pH 5
Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,22 0 0,12
0,5 0,33 0 0,37
1 0,58 0 0,50
15 1,44 1,33 1,84
2 1,55 1,80 1,70
3 0,27 3,25 0,50
4 2,61 3,47 3,02
5 3,91 4,66 4,23
6 3,08 4,97 3,95
24 5,75 9,33 6,35

Anexo 23. Dados experimentais que compuseram a figura 36.

Tabela A 39. Atividade de lacases imobilizadas em filmes de PA em funcéo do tempo de reacéo

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Analise 3
1 3,30 3,60 6,27
2 5,88 5,50 10,77
3 7,97 7,05 13,61
4 10,02 10 19,41
5 11,63 11,74 24,80
6 12,94 11,93 29,11
7 14,33 13,63 32,88
8 16,16 16,15 36,33
9 17,69 17,69 39,22
10 19 18,85 40,97
Tabela A 40. Atividade de lacases imobilizadas em filmes de PSU em fun¢do do tempo de reacéo
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
1 0,30 0,54 1,19
2 1,02 1,85 2,33
3 1,75 2,06 3,41
4 2,97 2,91 4,88
5 3,88 3,95 5,91
6 4,88 4,32 7,08
7 6,13 6,53 8,41
8 7,75 7,96 10,38
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9 9,27 9,20 11,61
10 10,56 10,55 13,38

Anexo 24. Dados experimentais que compuseram a figura 37.

Tabela A 41. Reutilizagdo dos sistema PA/lacase. Em cada utilizacdo o tempo de reacdo com ABTS foi de
trinta minutos, a temperatura de 40°C, com agitagao.

Utilizacoes Analise 1 Analise 2 Analise 3
Inicial 0,09 0,09 0,08
1 0,08 0,08 0,08
2 0,06 0,06 0,06
3 0,05 0,06 0,05
4 0,06 0,06 0,06

Anexo 25. Dados experimentais que compuseram a figura 38.

Tabela A 42. Reutilizagdo dos sistema PSU/lacase. Em cada utilizacdo o tempo de reacdo com ABTS foi
de trinta minutos, a temperatura de 40°C, com agitacao.

Utilizacdes Analise 1 Analise 2 Analise 3
Inicial 5,13 5,38 5,91
1 2,33 2,05 3,3
2 1,75 2,63 2,58
3 1,83 2,91 0,66
4 1,36 2,22 0,94
5 3,2 2,41 3,22

Anexo 26. Dados experimentais da figura 41.

Tabela A 43. Descoloragdo do corante Reactive Blue 220 por caldo enzimatico de lacases em funcao do
tempo (25°C £2°C) a 610nm.

Tempo (h) 50mg.L* 25 mg.L*
0 0,608 0,279
1 0,321 0,158
2 0,192 0,109
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3 0,12 0,081
4 0,094 0,057
5 0,028 0,025

Anexo 27. Dados experimentais que compuseram a figura 44.

Tabela A 44. Descoloragdo do corante Reactive Blue 220 25 mg.L™ PA imobilizada (610nm)

Tempo (h) Anadlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,27 0,259 0,31
1 0,214 0,186 0,247
2 0,156 0,118 0,178
3 0,112 0,076 0,123
4 0,096 0,066 0,102
5 0,083 0,057 0,086
6 0,078 0,053 0,08
7 0,07 0,049 0,07
24 0,049 0,033 0,037

Tabela A 45. Descoloragdo do corante Reactive Blue 220 25 mg.L™* PA (610nm)

Tempo (h) Anadlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,44 0,451 0,462
1 0,436 0,442 0,457
2 0,429 0,432 0,45
3 0,367 0,362 0,384
4 0,336 0,333 0,353
5 0,33 0,316 0,35
6 0,323 0,298 0,348
7 0,32 0,29 0,343
24 0,279 0,189 0,177
Tabela A 46. Descoloragdo do corante Reactive Blue 220 25 mg.L™ enzima livre (610nm)
Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,142 0,151 0,159
1 0,059 0,071 0,072
2 0,024 0,028 0,03
3 0,026 0,028 0,031
4 0,032 0,024 0,022
5 0,033 0,024 0,024
6 0,033 0,023 0,023
7 0,031 0,023 0,022
24 0,032 0,021 0,022
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Anexo 28. Dados experimentais que compuseram a figura 45.

Tabela A 47. Descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™ PA imobilizada (610nm)

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Andlise 3
0 0,329 0,345 0,332
1 0,274 0,233 0,239
2 0,172 0,181 0,167
3 0,147 0,151 0,116
4 0,142 0,133 0,1
5} 0,134 0,125 0,087
6 0,127 0,114 0,079
7 0,142 0,121 0,083
24 0,101 0,07 0,07
Tabela A 48. Descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™ PA (610nm)
Tempo (h) Anélise 1 Anélise 2 Anélise 3
0 0,316 0,327 0,317
1 0,31 0,319 0,312
2 0,305 0,317 0,308
3 0,25 0,226 0,243
4 0,222 0,178 0,205
5 0,219 0,175 0,203
6 0,214 0,169 0,188
7 0,212 0,165 0,184
24 0,156 0,129 0,077
Tabela A 49. Descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™ enzima livre (610nm)
Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Andlise 3
0 0,344 0,341 0,346
1 0,152 0,201 0,205
2 0,149 0,137 0,138
3 0,113 0,129 0,156
4 0,114 0,134 0,16
5 0,164 0,136 0,124
6 0,141 0,163 0,118
7 0,108 0,126 0,152
24 0,087 0,102 0,131

Anexo 29. Dados experimentais que compuseram a figura 46.

Tabela A 50. Descoloragado do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™* com PSU imobilizada a
pH 3 (610nm)

Tempo (h) Andlise 1 Analise 2 Anadlise 3
0 0,338 0,357 0,343
1 0,335 0,342 0,334
2 0,34 0,349 0,341
3 0,336 0,348 0,338
4 0,342 0,355 0,346
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5 0,35 0,365 0,352
6 0,358 0,373 0,36
7 0,362 0,378 0,369
24 0,411 0,424 0,42

Tabela A 51. Descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™ com PSU imobilizada a
pH 5 (610nm)

Tempo (h) Anadlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,342 0,347 0,341
1 0,357 0,342 0,349
2 0,356 0,35 0,366
3 0,357 0,348 0,37
4 0,364 0,355 0,371
5 0,372 0,362 0,378
6 0,382 0,375 0,395
7 0,388 0,387 0,408
24 0,476 0,444 0,474

Tabela A 52. Descoloragédo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™* com PA imobilizada a
pH 3 (610nm)

Tempo (h) Analise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,331 0,32 0,331
1 0,268 0,23 0,297
2 0,258 0,188 0,255
3 0,251 0,165 0,234
4 0,236 0,153 0,228
5 0,228 0,147 0,219
6 0,221 0,143 0,218
7 0,214 0,146 0,213
24 0,156 0,134 0,161

Tabela A 53. Descoloragdo do corante RBBR com Reactive Blue 220 25 mg.L™" com PA imobilizada a
pH 5 (610nm)

Tempo (h) Anadlise 1 Analise 2 Analise 3
0 0,329 0,345 0,332
1 0,274 0,233 0,239
2 0,172 0,181 0,167
3 0,147 0,151 0,116
4 0,142 0,133 0,1
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