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RESUMO

No presente trabalho, a concentracdo de lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001
em processo submerso foi estudada utilizando membrana de ultrafiltracdo (UF), bem como o
uso de pré-tratamentos por carvao ativado (CA) e microfiltracdo (MF). Adicionalmente, a
formulacdo do extrato concentrado através da adicao de glicerol e KCI foi avaliada, a fim de
determinar a conservacdo da atividade enzimatica ao longo do tempo. A termoestabilidade,
estabilidade frente ao pH e em presenca de ions dos extratos concentrados e formulados
também foi avaliada, assim como a utilizacdo do extrato concentrado na descoloracdo de
corantes. Com respeito ao pré-tratamento com CA, foram avaliadas diferentes concentracdes,
variando de 2 a 100 g.L™, e diferentes tempos de processo, de 15 a 120 minutos. A utilizacdo
de baixas concentracées de carvdo, como 5 g.L™, resultou em incrementos na atividade de
lacases, passando de 26 U.mL™ para cerca de 40 U.mL™ ap6s 15 minutos de reacdo. Quanto
ao pré-tratamento por MF e a concentracdo por UF, apos testes realizados em pressdes
variando entre 3,5 e 0,5 bar, a pressdo intermediaria de 2,5 bar foi considerada a mais
indicada para ambos 0s processos, sendo que 0s percentuais de recuperacdo da enzima na UF
foram superiores a 100%, possivelmente devido a retirada de compostos inibitérios do meio, o
gue aumentou a atividade enzimatica. A concentracdo do extrato enzimatico por UF sem
qualquer tratamento prévio resultou em maiores percentuais de recuperacdo da enzima, com
141%, porém, em baixo fluxo de permeado (20 L.m2.h™) e maiores tempos de processo. Por
outro lado, o protocolo de operacdo com a utilizagdo de MF como pré-tratamento resultou em
recuperacdo moderadamente inferior, com 109%, entretanto, o fluxo de permeado foi superior
(24 L.m™“.h™), bem como a recuperacéo do fluxo na membrana, e o tempo de processo foi
reduzido, o que demonstra a importancia da utilizacdo de pré-tratamentos em processos de
UF. Previamente a preparagdo das formulagdes enzimaticas, 109,9 L de extrato bruto foram
concentrados 60 vezes por UF, separados em sete lotes, com recuperacdo enzimatica média de
183% e fator de concentracdo de atividade de 102 vezes, resultando em um extrato com cerca
de 3033 U.mL™ de lacases. Este extrato concentrado foi formulado utilizando sete diferentes
concentracgdes de glicerol, 0 (condi¢do controle), 10, 15, 20, 30, 40 e 50% (m/v), em presenca
ou auséncia de 2% (m/v) de KCI, e mantido em duas diferentes temperaturas, de 4 e 28°C,
sendo avaliado por 52 semanas quanto a conservacdo da atividade de lacases. A adicdo de
glicerol ao extrato provocou um aumento na atividade de lacases, sendo que, na temperatura
de 28°C, este incremento manteve-se por algumas semanas. A temperatura de 4°C promoveu
manutencdo da atividade enzimaética por periodos de tempo mais longos, sendo que a
condicdo contendo 30% (m/v) de glicerol apresentou a maior estabilidade durante o periodo,
com atividade relativa oscilando proxima a 100%, encerrando com 88% da atividade e sendo
utilizada para os demais testes. Os testes de termoestabilidade mostraram que a adigdo de
glicerol ao extrato concentrado ndo promoveu protecdo a enzima, enquanto os testes de
estabilidade frente ao pH e em presenca de ions apresentaram estabilidade superior para o
extrato formulado com 30% (m/v) de glicerol. A adicdo de glicerol também resultou em
aumentos na atividade perante essas condig¢Oes, com destaque para a atividade da enzima em
valores de pH mais acidos, com incrementos superiores a 60% em relacdo ao pH 5. Quanto
aos testes de descoloracéo de corantes, a utilizacdo de 150 U.mL™ de lacases em presenca de
de 0,3 pmol.L™* do mediador redox siringaldazina resultou em percentuais de descoloracéo
médios superiores quando comparada as demais condigfes testadas, sendo a mais indicada
para a utilizacdo em processos de remocao de cor.

Palavras-chave: lacases; microfiltracdo; ultrafiltracdo; concentracdo; formulacéo;
estabilidade; descoloracdo de corantes.



ABSTRACT

In the present work, the concentration of laccases produced by Pleurotus sajor-caju PS-2001
in submerged process was studied by using ultrafiltration membrane (UF), as well as pre-
treatments with activated charcoal (AC) and by microfiltration (MF). Additionally, the
formulation of the concentrated extract through the addition of glycerol and KCI was
evaluated in order to determine the conservation of the enzymatic activity over time. The
thermostability, pH and ions stability of the concentrated and formulated extracts were also
evaluated, as well as the use of the concentrated extract in the discoloration of dyes. With
respect to pre-treatment with AC, different concentrations ranging from 2 to 100 g.L™ and
different process times were evaluated from 15 to 120 minutes. The use of low concentrations
of charcoal, such as 5 g.L™, resulted in increases in laccase activity, from 26 U.mL™ to about
40 U.mL™? after 15 minutes of reaction. Regarding the pre-treatment by MF and the
concentration by UF, after tests carried out in pressures ranging from 3.5 to 0.5 bar, the
intermediate pressure of 2.5 bar was considered the most suitable for both processes, and the
percentages of recovery of the enzyme in the UF were higher than 100%, possibly due to the
withdrawal of inhibitory compounds from the medium, which increased the enzymatic
activity. The concentration of the enzyme extract by UF without any previous treatment
resulted in a higher percentages of enzyme recovery, with 141%, but with a low permeate flux
(20 L.m2.h™) and longer process times. On the other hand, the protocol of operation with the
use of MF as pretreatment resulted in a moderately lower recovery, with 109%, however, the
permeate flux was higher (24 L.m2.h™), as well as recovery of the flux in the membrane, and
the process time has been reduced, which demonstrates the importance of the use of pre-
treatments in UF processes. Prior to the preparation of the enzymatic formulations, 109.9 L of
crude extract were concentrated 60 times by UF, separated into seven batches, with mean
enzyme recovery of 183% and activity factor of 102 fold, resulting in an extract with about
3033 U.mL™ laccases. This concentrated extract was formulated using seven different
concentrations of glycerol, 0 (control condition), 10, 15, 20, 30, 40 and 50% (w/v), in the
presence or absence of 2% (w/v) of KCI, and maintained at two different temperatures, of 4
and 28°C, being evaluated by 52 weeks for the conservation of laccases activity. The addition
of glycerol to the extract caused an increase in the activity of laccases, being that, in the
temperature of 28°C, this increment was maintained for some weeks. The temperature of 4°C
promoted maintenance of the enzymatic activity for longer periods of time, and the condition
containing 30% (w/v) of glycerol showed the highest stability during the period, with relative
activity oscillating close to 100%, closing with 88% of the activity and being used for the
other tests. The thermostability tests showed that the addition of glycerol to the concentrate
extract did not promote enzyme protection, while stability tests against pH and presence of
ions showed superior stability for the extract formulated with 30% (w/v) of glycerol. The
addition of glycerol also resulted in increases in activity against these conditions, with
emphasis on the activity of the enzyme at pH values more acid, with increments higher than
60% in relation to pH 5. Regarding the tests of dye discoloration, the use of 150 U.mL™ of
laccases in the presence of 0.3 pmol.L™ of the redox mediator syringaldazine resulted in
higher mean discoloration percentages when compared to the other conditions tested, being
the most suitable for use in color removal processes.

Keywords: laccases; microfiltration; ultrafiltration; concentration; formulation; stability;
discoloration of dyes.
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1 INTRODUCAO

Lacases (EC 1.10.3.2) vém recebendo cada vez mais atencdo no mundo todo devido a
sua acdo catalitica inespecifica, que lhes permite agir sobre uma ampla gama de substratos,
dentre os quais compostos toxicos, como fenois e corantes. A busca por novos processos de
tratamento de efluentes nas indudstrias téxtil e papeleira, que sejam mais eficientes e causem
menos impactos na natureza, tem incentivado ainda mais novas pesquisas que visem
promover tecnologias que utilizem estes catalisadores “verdes”. Sua aplicacdo nos préoprios
processos industriais também vem sendo buscada, sendo que alguns produtos a base de
lacases purificadas e liofilizadas ja sdo comercializados por diferentes empresas.

Algumas tecnologias emergentes utilizando lacases incluem o branqueamento da
polpa de celulose, a conversdo de lignocelulose em racdo animal e em biocombustivel e o
tratamento de diversos efluentes toxicos, ricos em compostos fendlicos, que sdo gerados em
varios processos industriais. Compostos altamente tdxicos sdo tratados, atualmente, por
processos de extracdo, adsorcdo com carvao ativado, floculacdo, precipitacdo, sistemas de
filtracdo e lodos ativados, que ndo séo totalmente eficazes e geram novos subprodutos, que
também necessitam de um novo destino. A utilizacdo de lacases apresenta como vantagens a
baixa seletividade em relacdo ao substrato, 0 emprego em temperaturas € pH amenos e a
formacdo de dgua como um dos subproduto da reacdo, mas tendo como desvantagens, ainda,
altos custos de producdo e a escassa disponibilidade de tecnologias de concentracdo e
purificacéo.

Para tentar minimizar ou solucionar estas questdes, estudos vém sendo realizados a
fim de otimizar a producdo enzimatica, visando futuras aplicaces dessas enzimas em escala
industrial, no tratamento de efluentes e em biorremediagdo, bem como ampliar sua utilizacéo
em industrias de papel e celulose e téxtil, entre outras. A utilizagdo de membranas para a
concentracdo enzimatica é uma alternativa para processos em larga escala, uma vez que esses
sistemas podem operar em fluxo continuo e com eficiéncia.

Outro aspecto relevante quanto a utilizagdo de lacases na industria é a estabilidade
destas enzimas, uma vez que devem apresentar uma vida util longa para que possam ser
comercializadas, além de serem estaveis durante o processo no qual forem empregadas, a fim
de garantir a manutencdo da eficiéncia catalitica. Em funcdo disso, a busca por formulacGes
gue as tornem estaveis, bem como alternativas de comercializa-las na forma liquida ou

liofilizada, necessitam de maiores estudos.
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Para contribuir com a pesquisa e o desenvolvimento de tecnologias para remocao de
compostos fenolicos e/ou aromaticos presentes em efluentes, bem como para suas demais
aplicacdes, sdo relevantes os estudos acerca da concentracdo de fenol-oxidases utilizando
membranas e da formulacdo dos extratos enzimaticos. Assim, 0 objetivo geral desse projeto
foi desenvolver um processo de concentracdo e posterior formulacdo de extratos enziméticos
a base de lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001 em processo submerso, tendo

como objetivos especificos:

- caracterizar os extratos enzimaticos de lacases quanto a massa molecular por meio de
eletroforese;

- analisar o efeito do uso de carvéo ativado na purificacdo parcial e na remocdo de cor e de
turbidez dos caldos enzimaticos brutos;

- avaliar a utilizacdo de membrana de microfiltracdo como pré-tratamento dos extratos
enzimaticos, bem como sua melhor pressdo de operagao;

- avaliar a recuperacdo de lacases e a eficiéncia do processo de concentracdo dos extratos
enzimaticos por ultrafiltracdo, bem como sua melhor pressao de operacao;

- elaborar formulagGes enziméticas e avaliar a conservagdo da atividade dos extratos
enzimaticos em médio e longo prazos sob diferentes temperaturas;

- avaliar a termoestabilidade e a estabilidade frente ao pH e na presenca de ions das lacases
concentradas e formuladas;

- aplicar o extrato enzimatico concentrado em processos de descoloracdo de corantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BASIDIOMICETOS

A diversidade microbiana ¢ uma fonte importante de recursos para 0 avango da
biotecnologia, sendo que vérias classes de organismos produzem diferentes produtos como
resultado de seu metabolismo (Torres et al., 2008; Bastos, 2010). Entre 0s microrganismos
eucariotos, leveduras e fungos filamentosos sdo os mais utilizados para a producdo de
enzimas biotecnologicamente interessantes. Fungos filamentosos séo utilizados ha séculos
como fontes de muitos metabdlitos e enzimas, estando envolvidos no processamento de frutas
e legumes, na clarificacdo de sucos e na extracdo de cafés, entre tantos outros processos
(Torres et al., 2008).

A biodegradacdo de compostos lignoceluldsicos constitui um dos mais importantes
ciclos de carbono na natureza e representa um importante processo biotecnolégico. Os
organismos mais efetivos na degradacdo deste tipo de material sdo os fungos de degradacéo
branca e de degradacdo parda, em sua grande maioria, pertencentes ao filo Basidiomycota
(Ferraz, 2010).

Na &rea de tratamento bioldgico de efluentes da industria papeleira, existem diversos
estudos sobre aplicacdo de fungos, destacando-se os de degradacdo branca, por sua
capacidade de mineralizacdo de compostos fendlicos e aromaticos (Silva & Esposito, 2010).
Estes fungos sdo os mais amplamente utilizados, pois possuem alta capacidade de degradar
lignina, componente responsavel pela cor dos efluentes (Peralta et al., 2004).

Diante disto, a utilizacdo de fungos, especialmente basidiomicetos, no tratamento dos
mais diversos tipos de efluente tem sido alvo de inUmeros estudos, devido a sua capacidade de
produzir enzimas extracelulares inespecificas, que sdo capazes de interagir com uma ampla

gama de substratos (Silva & Esposito, 2010).

2.1.1 Género Pleurotus

O género Pleurotus é um grupo cosmopolita de macrofungos pertencentes a ordem
Agaricales, classe Basidiomycetes e filo Basidiomycota, que produzem uma ampla gama de
moléculas com interessantes atividades bioldgicas, destacando-se as enzimas ligninoliticas.

Apresentam corpos de frutificacdo (basidiomas) com hastes concéntricas em forma de concha
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de ostra, possuindo propriedades terapéuticas e medicinais, além de aplicagdes ambientais e
biotecnoldgicas (Cohen et al., 2002).

Este género compreende um grupo de cogumelos comestiveis, como Pleurotus
ostreatus e Pleurotus eryngii, com alto valor nutritivo e gastronémico (Cohen et al., 2002).
Além disso, os cogumelos deste género séo capazes de colonizar e de degradar uma ampla
variedade de substratos lignoceluldsicos, além de residuos agricolas e industriais, uma vez
que produzem o complexo enzimatico das fenol-oxidases e, devido a isso, vem sendo
intensamente estudados (Sanchez, 2010).

A linhagem PS-2001 de Pleurotus sajor-caju, comercializada para a producdo de
cogumelos, tem demonstrado grande potencial para producdo de fenol-oxidases. Em cultivos
solidos, este cogumelo apresenta basidiomas com coloracdo clara que varia do bege ao cinza
(Bettin et al., 2014c). Também pode ser cultivado em processo submerso, apresentando
composic¢do nutricional muito semelhante a do corpo de frutificacdo gerado em cultivo sélido
(Confortin et al., 2008).

A obtencéo de altos niveis de atividade enzimética em cultivos submersos de P. sajor-
caju PS-2001 sugere que este microrganismo apresenta potencial de aplicacdo industrial por
ser um importante produtor de lacases (Bettin et al., 2014c). Resultados de descoloracdo de
corantes e de remocao de fenol obtidos utilizando lacases desta linhagem demonstraram seu
potencial de aplicacdo biotecnoldgica para o tratamento de efluentes, especialmente das
industrias téxtil e de papel e celulose (Bettin et al., 2013; Bettin et al., 2015).

2.2 ENZIMAS

A substituicdo de catalisadores quimicos por enzimas em processos industriais €
devida, principalmente, as condi¢Ges brandas de pH e temperatura em que atuam (Said &
Pietro, 2004). A producdo de enzimas em escala industrial é realizada, principalmente, em
cultivos submersos, utilizando meios compostos por substancias sintéticas quimicamente

conhecidas e/ou por matérias primas naturais (Sant’ Anna, 2001).

2.2.1 Fenol-oxidases

O complexo enzimatico das fenol-oxidases esta subdividido em dois subgrupos: as
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enzimas dependentes de peroxido (peroxidases) e as enzimas dependentes de oxigénio
(lacases) (Duran, 2010). As peroxidases sdo amplamente distribuidas na natureza e
apresentam sitios ativos contendo grupos prostéticos, capazes de catalisar a oxidacdo de
diversos substratos, incluindo os aromaticos, como fenois e derivados de benzidina, utilizando
o0 perdxido de hidrogénio no ciclo catalitico (Peralta et al., 2004).

As principais enzimas do complexo das fenol-oxidases séo lignina peroxidase (LiP —
EC 1.11.1.14), manganés peroxidase (MnP — EC 1.11.1.13) e lacase (Lac — EC 1.10.3.2), que
estdo relacionadas com a degradacéo da lignina (Duran, 2010). A baixa especificidade e o alto
potencial redox permitem sua utilizacdo na degradacao de diversos poluentes organicos, como
compostos aromaticos organoclorados, pesticidas, corantes sintéticos e residuos da industria
do petrdleo (Anselmo et al., 2008).

Lacases sdo glicoproteinas que contém cobre em seu centro ativo, capazes de oxidar
grupos fendlicos livres formando radicais fendxi e podendo, também, mediante a acdo de
mediadores, atuar sobre grupos ndo fendlicos, conforme apresentado na Figura 1. J& LiP é
uma glicoproteina que requer peroxido de hidrogénio para sua atividade catalitica, com
capacidade para degradar compostos fendlicos e ndo fendlicos. Foi relatada pela primeira vez
em basidiomicetos no cultivo de Phanaerochaete chrysosporium, em 1984, por dois
diferentes grupos de estudos (Peralta et al., 2004; Riva, 2006; Duran, 2010).
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Figura 1. Representagdo esquematica do ciclo catalitico de lacases para oxidacdo de substratos (a)
sem a presenca de mediador e (b) na presencga de mediador redox (Riva, 2006).

MnP é uma enzima muito semelhante a LiP, sendo dependente, além do perdxido de

hidrogénio, da presenca do fon Mn?* (Durén, 2010). E uma heme-proteina extracelular
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glicosilada, expressa em mudltiplas isoformas. Foi descoberta em P. chrysosporium, tendo

recebido mais atencdo que a LiP no ultimos anos (Peralta et al., 2004; Anselmo et al., 2008).
Sendo as lacases as enzimas produzidas em maior quantidade pelo microrganismo

utilizado no presente estudo, além de ser o foco deste trabalho, a producéo, recuperacao e

aplicacdo destas enzimas serdo detalhadas a seguir.

2.2.1.1 Lacases

Estas enzimas foram primeiramente identificadas em plantas, sendo produzidas
também por insetos e algumas bactérias, mas sdo os fungos, principalmente basidiomicetos,
sua principal fonte de producdo (Peralta et al., 2004). No Quadro 1, estdo apresentadas as

massas moleculares de lacases provenientes de diferentes microrganismos.

Quadro 1. Massas moleculares de algumas lacases flngicas purificadas.

: : Numero de | Massa molecular A
Microrganismo . . Referéncia
isoenzimas (kDa)

Cerrena unicolor 2 64 /57 Bryjak & Reku¢ (2010)
Cladospor_lu_m 1 71,2 Halaburgi et al. (2011)
cladosporioides
Coriolopsis gallica 1184 1 66 Songulashvili et al. (2016)
Myrothecium verrucaria
NE-05 1 66 Zhao et al. (2012)
Pleurotus ostreatus 2 72 /40 Kumar et al. (2012)
Pycnoporus cinnabarinus 1 63 Schliephake et al. (2000)
Shiraia sp. SUPER-H168 1 69 Yang et al. (2013)

Lacases atuam diretamente sobre estruturas fenolicas por meio da oxidacao dos fendis,
pela abstracdo de um elétron mediada pela reducgéo de Cu?* a Cu*, que por sua vez reduz O, a
H,O, permitindo a enzima atuar de forma ciclica; porém, também estd demonstrado que
lacases podem degradar estruturas ndo fendlicas por meio da oxidagdo de mediadores, como
2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e hidroxibenzotriazol (HBT),

que podem ser reduzidos oxidando estruturas ndo fendlicas (Duran, 2010). Tipicamente
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extracelulares, podem ser produzidas em cultivos sélidos ou liquidos, sendo os meios sélidos,
geralmente compostos por materiais lignocelulsicos, semelhantes ao habitat natural dos

microrganismos produtores (Peralta et al., 2004).

2.3 PROCESSOS DE PRODUCAO DE LACASES

As condigdes de cultivo e a composigdo do meio desempenham um papel importante
na producdo de lacases, sendo que parametros como tempo de cultivo, a forma de condugao
do processo, concentracdo de compostos organicos e inorganicos, adicdo de indutores,
temperatura, pH e percentual de saturacdo em oxigénio dissolvido sdo 0s que possuem maior
influéncia (Viswanath et al., 2014).

Cultivos em estado solido se assemelham ao meio natural de crescimento dos fungos
basidiomicetos e, em geral, possibilitam a obtencdo de elevadas atividades de enzimas por
volume de meio, sendo que o crescimento do microrganismo pode ocorrer na superficie ou em
todo substrato (Alexandrino et al., 2007). Coriolus versicolor apresentou sua maxima
produtividade em estado sélido em meio contendo palha e farelo de trigo, com atividade de
lacases superior a 25 U.g™, ap6s 30 dias de colonizacdo (Ullah et al., 2000). P. ostreatus,
guando cultivado em estado sélido, teve sua producdo de lacases positivamente afetada pelo
aumento de umidade do meio, chegando a 56 U.g™* em 85% de umidade a 28°C (Alexandrino
et al., 2007).

Muitas pesquisas tém sido realizadas a fim de suprir as exigéncias fisiol6gicas dos
fungos da degradacdo branca em culturas submersas (Viswanath et al., 2014). A producéo de
lacases em meio liquido pode ocorrer ap6s o esgotamento das fontes de carbono e nitrogénio
no meio de cultivo, ou concomitantemente ao seu consumo e ao crescimento fungico, sendo
que a atividade pode ser consideravelmente aumentada pela adi¢do de indutores enzimaticos,
tais como &cido ferdlico, 2,5 xilidina, alcool veratrilico, vanilina, cobre, entre outros (Bettin et
al., 2011; Peralta et al., 2004). A producéo de lacases por Trametes versicolor em biorreator
airlift é afetada pela adi¢cdo de indutores, sendo as atividades mais elevadas da enzima
observadas em presenca de 2,5-xilidina, com valores cerca de quatorze vezes superiores ao
observados em meio sem indutores (Rancafio et al., 2003).

O cobre é um dos micronutrientes indispensaveis para a maioria dos organismos Vvivos,
sendo toxico quando presente em concentragcdes mais elevadas. Entretanto, estudos relatam

que esse composto pode, também, estimular a producéo de lacases (Viswanath et al., 2014).
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Este efeito foi observado em Myrothecium verrucaria NF-05 cultivado em frascos sob
agitacdo de 140 rpm, a 30°C, em meio BDA (batata-dextrose-agar), que apresentou atividade
méxima de lacases em presenca de cobre, alcancando 40 U.mL™ (Zhao et al., 2012). J& P.
sajor-caju PS-2001 produz consideraveis niveis de lacases em cultivo submerso em frascos
agitados, em meio suplementado com os indutores sulfato de cobre, acido benzoico, acido
gélico e fenol, enquanto que a presenca de xilidina e vanilina apresentam menor influéncia
(Bettin et al., 2014c). Isto porque compostos aromaticos de baixa massa molecular também
exercem influéncia relevante sobre o crescimento e a producdo enzimatica de microrganismos
ligninoliticos, sendo que alguns destes compostos afetam a taxa de crescimento, enquanto
outros desencadeiam a producédo de lacases (Viswanath et al., 2014). P. sajor-caju PS-2001
demonstra capacidade de crescimento e producdo de lacases em meios contendo diferentes
concentracdes de fenol, quando cultivado em biorreator airlift de circulacdo interna, sendo
que elevadas concentracdes de fenol proporcionam um aumento na producdo enzimatica,
chegando a um maximo de 285 U.mL™ em presenca de 4 mmol.L™ de fenol (Bettin et al.,
2015). A presenca de antiespumantes no meio de cultivo, como polipropilenoglicol, pode
afetar negativamente a producdo de lacases; entretanto, provoca um aumento na producéo de
peroxidases totais, LiP e oxidases do &lcool veratrilico (Bettin et al., 2009).

Outro importante fator na producdo enzimatica é a fonte de carbono, uma vez que
libera a energia para o crescimento do microrganismo. A fonte de carbono mais facilmente
assimilavel por fungos de degradacdo branca € a glicose (Viswanath et al., 2014). Trametes
hirsuta produz elevadas atividades de lacases em biorreator airlift operado em regime de
batelada alimentada, tendo glicose e glicerol como fontes de carbono (Couto et al., 2006). Do
mesmo modo, a utilizacdo de farelo de trigo como principal fonte de carbono no cultivo de T.
versicolor em biorreator airlift resultou em elevada atividade enzimatica, mostrando que esta
formulacéo de meio pode ser utilizada com sucesso (Souza et al., 2010).

Temperatura e pH também sdo parametros que influenciam fortemente a producéo de
lacases, sendo que a maioria dos relatos presentes na literatura indicam que niveis de pH
estabelecidos entre 5,0 e 6,0 ocasionam uma producdo 6tima destas enzimas, enquanto que
sua temperatura 6tima de producdo varia entre 25 e 30°C (Viswanath et al., 2014). Bettin et
al. (2014b) observaram que o pH influencia tanto a produgéo de lacases como o crescimento
de P. sajor-caju PS-2001, sendo que o pH 6,5 proporcionou os niveis mais elevados de
atividade de lacases, tanto em biorreator com agitacdo mecénica como em airlift, atingindo
picos de 80 e 132 U.mL™?, respectivamente, sendo superiores as observadas em valores de pH

de 6,0 e 7,0, que promoveram maiores concentracfes de biomassa.
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Em casos onde a purificacdo ou a concentracdo da enzima é necesséria, 0s extratos
enzimaticos sdo, apos a etapa de producgdo, separados da biomassa e submetidos a etapas de

pré-tratamento, concentracdo e purificacdo, como sera discutido a seguir.

2.4 PROCESSOS DE RECUPERACAO E PURIFICACAO DE LACASES

A definicdo dos processos de recuperacdo e purificacdo a serem utilizados é
dependente do uso da molécula alvo, bem como de suas caracteristicas fisico-quimicas. Um
dos métodos mais tradicionais utilizados para concentracdo e purificacdo enzimatica é a
precipitacdo (salting-out), cujo poder de separacdo de diferentes proteinas é considerado
baixo, além de ser um método agressivo, uma vez que pode afetar a estrutura tridimensional
da enzima, interferindo no seu funcionamento (Kilikian & Pessoa, 2001).

Outros métodos amplamente conhecidos séo a purificacdo por cromatografia, onde as
proteinas presentes em um meio liquido sdo retidas em uma matriz porosa empacotada na
coluna cromatografica, sendo, posteriormente, removidas através da adi¢do de um eluente, e a
extracdo em fases aquosas imiciveis, compostas por uma fase aquosa e por diferentes
solventes, sendo um método utilizado em proteinas altamente sensiveis a desnaturacdo
(Kilikian & Pessoa, 2001).

Estes processos, apesar de eficientes, sdo dificeis de aplicar a um volume elevado de
extrato enzimatico, apresentando, também, um alto custo. Considerando estes fatos, a
utilizacdo de carvao ativado em processos de purificacdo parcial de enzimas surge como uma
alternativa viavel, uma vez que apresenta menores custos se comparada aos processos ja
citados. A aplicacdo de processos de separacdo por membranas também representa uma
alternativa, considerando sua relativa facilidade em ser utilizada para grandes volumes de
extratos, 0 que possibilitaria seu uso em processos em larga escala. Em vista disso, a seguir,
serdo discutidos mais detalhadamente estes processos de recuperacdo e purificagdo parcial, os

quais foram utilizados no presente trabalho.

2.4.1 Emprego de carvao ativado

Carvéo ativado é produzido a partir de diversos materiais, tais como madeira, cascas
de arvores, carvao, além de subprodutos agricolas, como residuos de algoddo (Kareem et al.,

2011). Sua elevada capacidade de adsorcdo se deve a sua ampla area superficial, estrutura de
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poro e propriedades quimicas. Sua superficie € dividida em trés diferentes zonas: planos
basais, grupos heterogéneos (principalmente contendo oxigénio) e cinzas inorganicas, sendo
que a maioria dos sitios de adsorcdo de compostos aromaticos se encontra nos planos basais.
Contudo, sdo os grupos heterogéneos que definem a maioria das caracteristicas quimicas
superficiais do carvéo ativado (Suresh et al., 2012).

O carvdo ativado é amplamente utilizado para tratamento de aguas residuais, devido a
sua capacidade de adsorver compostos que conferem cor e odores, além de compostos
organicos, cloro e compostos toxicos em geral (Suresh et al., 2012). Entretanto, relatos de sua
utilizacdo na purificacdo de enzimas microbianas sdo escassos (Kareem et al., 2011).

Kareem et al. (2011) observaram um aumento relevante na atividade especifica de
glucoamilase com o aumento da concentracdo de carvdo para 3% (m/v), porém, em
concentracdes maiores, ocorreu diminuicdo da atividade especifica, observando, também,
reducéo de cerca de 90% da turbidez das amostras. A utilizagdo de carvéo ativado em extratos
enzimaticos brutos provenientes do cultivo sélido de Aspergillus niger acarretou em uma
diminuicdo da absorbancia e da concentracdo de proteinas, porém, sem efeito representativo
sobre a atividade enzimatica (Poletto et al., 2015a). Temperaturas mais elevadas melhoram a
capacidade de adsorcédo de proteina pelo carvéo ativado, também influenciando positivamente
no processo de descoloracdo (Kareem et al., 2011).

Apesar de ndo terem sido encontrados dados sobre utilizacdo de carvéo ativado para
purificacdo de lacases, esta alternativa deve ser investigada. A utilizacdo desse composto
mostra vantagens sobre as técnicas convencionais de purificacdo enzimatica (precipitacdo
salina, por solventes ou filtracdo em gel), como baixo custo e fécil separacdo do sobrenadante,
podendo, em certos casos, alcangar elevado percentual de purificacdo, além de ser um
processo rapido, tornando-o0 uma alternativa promissora como estratégia de purificacdo parcial

de proteinas (Kareem et al., 2011).

2.4.2 Processos de separacao por membranas

Membranas sdo definidas como fases permeaveis ou semipermeaveis, que controlam o
transporte e a concentracdo de varias substancias através delas, podendo ser constituidas por
polimeros, ceramicos ou metais (Scott, 1998). Membranas poliméricas podem ser preparadas
a partir de uma vasta variedade de polimeros, tais como acetato de celulose, nitrato de

celulose, poliacrilonitrila, poliamida, poliéter, polisulfona, alcool de polivinilo e fluoreto de
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polivinilo (Li, 2007). A funcdo primaria de uma membrana é agir como uma barreira seletiva,
permitindo que o permeado ou o retido sejam ricos em um determinado componente
(Cheryan, 1998). A permeabilidade da membrana é determinada pelas suas caracteristicas,
bem como as dos solutos. No entanto, a rea permanente e a espessura da membrana também
sdo varidveis importantes do projeto, além de condi¢cBes operacionais, tais como a pressao
transmembrana e a velocidade do fluxo (Li, 2007).

Membranas podem ser classificadas de acordo com sua natureza (natural ou sintética),
estrutura (porosa ou densa), aplicacdo (separacdo de gases, liquidos ou misturas de ambos) e
mecanismo de acdo (difusiva, adsortiva, troca de ions, osmotica e ndo seletiva) (Cheryan,
1998). Podem, também, ser classificadas em isotrépicas e anisotropicas, o que significa que
podem ou ndo apresentar a mesma morfologia ao longo de sua espessura. Membranas
anisotrdpicas se caracterizam por apresentarem uma parte superior muito fina e mais fechada
(com ou sem a presenca de poros), chamada de pele, que é suportada por uma estrutura porosa
(Habert et al., 2006).

O desenvolvimento de processos de separacdo por membranas (PSM) é relativamente
recente, mesmo levando-se em consideracdo que fenémenos envolvendo membranas sao
estudados ha mais de um século. PSM deixaram de ser uma curiosidade cientifica e de
laboratério no final da década de 50, quando os Estados Unidos decidiram investir em
projetos de pesquisa que visavam a dessalinizacdo de aguas (Habert et al., 2006). Processos
com membranas tornaram-se, entdo, comuns em diversos tipos de separagdes industriais,
sendo diferenciados de acordo com o tipo de forca motriz utilizada, tamanho molecular ou
tipo de operacdo (Li, 2007).

PSM tém sido utilizados em diversos setores, tais como nas industrias quimica,
farmacéutica e alimenticia, em procedimentos médicos, biotecnologia, purificacdo de agua e
tratamento de &guas residuais (Habert et al., 2006). Em biotecnologia, ha diversos exemplos
do uso de membranas na recuperagdo de enzimas, utilizando tanto ultrafiltracio como
microfiltracdo (Cheryan, 1998).

Quando sdo utilizadas membranas porosas, sua seletividade estd diretamente
relacionada ao tamanho das moléculas presentes e ao tamanho dos poros, como € o caso dos
processos de microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltragdo e dialise. J& no caso das membranas
densas, a seletividade depende da afinidade das diferentes moléculas com o material da
membrana e da difusividade das mesmas através da membrana, como ocorre nos processos de
0Smose reversa, pervaporagdo e permeacéo de gases (Habert et al., 2006). No Quadro 2, sdo

apresentados alguns processos de separagdo por membranas.
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Processo FO':Q"?‘ motriz Material retido Material Aplicagdes
média (bar) permeado
Dessalinizagédo e
Osmose reversa | AP (15 a 81) Todo material §o|uve| Agua. glemlnerallzagao d~e
OU em suspensao. aguas, concentracdo
de sucos de frutas.
Moléculas com massa ﬁglljgéjlaa: : ge Purificacdo de
Nanofiltracdo AP (5 a25) molecular entre 0,5 e 2 bai enzimas, reatores de
kDa aixa massa membrana
' molar. '
Coloides, Agua, sais, Fracionamento /
. macromoléculas com | 25UCares € concentracao de
Ultrafiltracéo AP (1a7) X moléculas de . «
massa molar superior a . proteinas, recuperacéo
baixa massa ; )
5 kDa. de pigmentos, 6leos.
molar.
Material em Esterll_lza(;ao
~ - bacteriana,
suspensdo, bacterias Agua e solidos | clarificagio de vinhos
Microfiltragdo | AP (0,5 a2) com massas molares gua e ag
. dissolvidos. e cervejas,
superiores a 500 kDa x
concentracao de
(0,01 um) .
celulas.

Adaptado de Habert et al. (2006).

2.4.2.1 Microfiltragéo e ultrafiltracio

Processos de separacdo por membranas tém sido utilizados para separacéo,

concentracdo e purificacdo de produtos biotecnoldgicos devido a sua alta eficiéncia (Litz et
al., 2006). A recuperacdo de enzimas por esses processos € afetada pela forca ibnica, pH e
temperatura, e isso se deve, provavelmente, & mudanca de carga, hidratacdo e interacdes
soluto-soluto, que afetam a forma molecular e o tamanho destas proteinas, restringindo sua
permeacao (Cheryan, 1998).

A utilizacdo de processos de microfiltracdo em etapa anterior a ultrafiltracdo elimina
particulas em suspensdo no meio, auxiliando na diminuicdo do tempo de processo, como foi
observado por Poletto (2015), que verificou a retencdo de 99% das pectinases presentes no
meio de cultivo de A. niger LB-02-SF, ao empregar esta técnica utilizando membranas
poliméricas. Songulashvili et al. (2016) utilizaram o mesmo procedimento em 2 L de caldo
bruto de Coriolopsis gallica 1184, obtendo uma recuperagéo de 97,4% do total de lacases,
com uma purificacdo de 1,13 vezes na microfiltracdo, enquanto que, na ultrafiltracdo, o
percentual de recuperacdo de lacases foi de 86,5%, com purificacdo de 2,9 vezes. Ainda

utilizando microfiltracdo como pré-tratamento, Bryjak & Reku¢ (2010) observaram que o
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processo reduziu parcialmente a quantidade de proteases e pigmentos castanhos presentes no
extrato enzimético de Cerrena unicolor, com uma recuperacao de proteinas quase completa e
baixa perda de atividade de lacases, também observando que parte das enzimas é adsorvida de
forma reversivel a superficie da membrana. J& para a concentracdo realizada atraves de
ultrafiltracdo, os autores observaram uma elevada pureza de lacases associada a um alto
rendimento (Bryjak & Reku¢, 2010).

Processos de ultrafiltracio com membranas de 10 kDa mostraram-se eficazes na
concentracdo de lacases, lignina peroxidases e manganés peroxidases produzidas por fungos
ligninoliticos em fermentacdo em estado so6lido, ao passo que a utilizacdo de uma membrana
de 30 kDa apresentou perdas no processo (Pant & Adholeya, 2009). Rajeeva & Lele (2010)
obtiveram um extrato enzimatico de lacases de Ganoderma sp. duas vezes mais concentrado e
com rendimento de 97% ao aplicar ultrafiltracdo, com membranas poliméricas. Lacases de
Pycnoporus cinnabarinus purificadas a partir de 7,9 L de extrato bruto em duas etapas de
ultrafiltracdo apresentaram um percentual de recuperacdo de 87%, com uma purificacdo de
5,01 vezes (Schliephake et al., 2000).

2.5 ESTABILIDADE DE EXTRATOS ENZIMATICOS

Enzimas podem sofrer diversas reacdes de desnaturacdo durante seu armazenamento e
aplicacdo na industria, e, portanto, o desenvolvimento de metodologias para estabilizar a
estrutura das mesmas é um desafio interessante. A estabilidade termodindmica ou
conformacional de uma enzima diz respeito a sua resisténcia a desnaturacdo devido a agentes
quimicos ou fisicos, enquanto que a estabilidade cinética se refere a sua estabilidade a longo
prazo. Compreender os mecanismos de inativacdo da enzima e a reversibilidade ou
irreversibilidade das reacGes envolvidas permite um melhor controle sobre o processo de
estabilizacdo dessas proteinas. Estudos de inativacdo enzimatica podem ser de natureza
bioquimica ou estrutural, incidindo no efeito da temperatura e outros agentes sobre as
estruturas secundarias e terciarias de enzimas (lyer & Ananthanarayan, 2008).

A estabilidade téermica de uma enzima € um dos fatores mais importantes do ponto de
vista do processamento. O extrato bruto de lacases proveniente do cultivo de C. unicolor
manteve sua atividade inicial superior a 20% ap06s duas horas de incubacdo a 70°C, porém,
sua tolerancia térmica ndo foi mantida apos as etapas de concentracdo e purificacdo com

membranas (Bryjak & Rekué, 2010). O mesmo efeito foi observado para lacases de G.
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lucidum, que apresentaram atividade 6tima em temperatura de 55°C, quando em extrato bruto,
e de 30°C apos as etapas de purificacdo (Manavalan et al., 2013). Porém, lacases purificadas
de P. cinnabarinus ndo sofreram inativacdo ao serem incubadas a 60°C durante uma hora, e
reteram 50% de sua atividade apds duas horas de incubacéo a 80°C, enguanto que a enzima
bruta pemaneceu ativa por 245 dias a 37°C (Schliephake et al., 2000). Para C. gallica 1184, a
maior atividade de lacases purificadas ocorreu a 70°C, decaindo em 80°C, provavelmente
devido a desnaturacdo enzimatica (Songulashvili et al., 2016).

Lacases de um extrato bruto de P. sajor-caju PS-2001 mostraram boa estabilidade
térmica de 20 a 40°C, quando em pH 3,2; entretanto, sua temperatura 6tima de reacdo € de
50°C, utilizando ABTS como substrato (Bettin et al., 2011). J& lacases purificadas de P.
ostreatus permaneceram ativas sob uma ampla gama de temperaturas, apresentando
temperatura 6tima de 45°C, com um periodo de meia-vida de 8 h (Kumar et al., 2012). A
temperatura ideal determinada para lacases purificadas do ascomiceto Shiraia sp. SUPER-
H168 permaneceu entre 50°C e 60°C, dependendo do substrato utilizado (Yang et al., 2013).

Quanto ao efeito do pH sobre a atividade e estabilidade de lacases purificadas, foi
observado que, para P. ostreatus, as enzimas permaneceram ativas em uma ampla faixa de
pH, variando de 4 a 8 (Kumar et al., 2012). O pH 6timo de lacases produzidas por G. lucidum
foi identificado como 5, sendo que a enzima permaneceu estavel em valores de pH variando
de 4 a 7,5 (Manavalan et al., 2013). Resultado semelhante foi observado para lacases de P.
cinnabarinus, cujo pH 6timo variou ente 4,4 e 5, dependendo do substrato (Schliephake et al.,
2000). O valor 6timo de pH de lacases purificadas de Shiraia sp. SUPER-H168 foi de 3 para
ABTS e 6 para siringaldazina como substratos, sendo que as enzimas permaneceram estaveis
em valores de pH variando entre 6 e 7 e sua atividade residual permaneceu em 80% apds 96 h
(Yang et al., 2013). A maior atividade de lacases de M. verrucaria NF-05 foi detectada em
pH 4 a 30°C (Zhao et al., 2012). J& o pH 6timo para lacases de C. gallica 1184 situou-se entre
2,5 e 3, com a enzima sendo completamente inativada em pH 8 (Songulashvili et al., 2016).

Lacases também podem ser inativadas pela presenca de ions metalicos e de outros
inibidores. Estas substancias sdo de grande importéncia para a aplicagdo industrial da enzima,
uma vez que, dependendo de sua concentracdo, podem interromper a degradacdo enzimatica
do substrato. A inibicdo de lacases pode ocorrer por meio da modificacdo de residuos de
aminoéacidos, quelacdo de cobre ou alteracdo conformacional da enzima (Kumar et al., 2012).
Halaburgi et al. (2011) observaram que lacases provenientes de C. cladosporioides mostraram
baixa inibicdo por fons metalicos como K* e Hg*? enquanto que fons de Na*, Zn*?, Mn*?,

Fe*? e Ba™ aumentaram sua atividade; porém, as enzimas foram completamente inibidas em
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presenca de azida sodica, ditiotreitol, dodecil sulfato de sodio (SDS) e mercaptoetanol, o que
sugere que as pontes dissulfeto sdo essenciais para a atividade da enzima. Para lacases de P.
ostreatus, Kumar et al. (2012) observaram que ocorreu inibicdo moderada em presenca de
Mg**, Zn?*, Cu*, K*, Na*, Co®" e Cd**, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acido
oxalico, acido citrico e mercaptoetanol, enquanto que, em presenca de fons Mn?*, a atividade
da enzima foi ativada, sendo completamente inibida na presenca de Hg?*, Pb** e Fe*, azida
sodica e SDS. Os efeitos inibidores de varios ions metélicos também foram testados para
lacases purificadas de Shiraia sp. SUPER-H 168, sendo que a atividade relativa diminui em
presenca de Fe?*, Fe®*, Ag*, EDTA, fluoreto de sodio (NaF) e acido etilenoglicol tetra-acético
(EGTA), entre outros, sendo fortemente inibida por SDS e azida sodica (Yang et al., 2013).

O tempo de prateleira de enzimas purificadas permanece como sendo um campo
exploratério importante, necessitando o desenvolvimento de formulacdes estaveis e
econdmicas (Kumar et al., 2012). Uma técnica amplamente empregada na conservacdo de
enzimas é a liofilizacdo, em que o solvente é removido da solucao por sublimacao, resultando
em um produto em forma de pd que mantém suas atividades bioldgicas estaveis por um longo
periodo de tempo, quando comparadas com a conservacdo em solucdo aquosa. Porém, a
liofilizacdo pode causar a desnaturagdo de algumas enzimas, quando ndo planejada de forma
adequada (Kilikian & Pessoa, 2001). Outra abordagem que tem se mostrado eficiente para a
estabilizacdo enzimatica é a utilizacdo de aditivos, sendo a técnica mais utilizada nas
formulacGes das enzimas comerciais (lyer & Ananthanarayan, 2008).

Segundo Naushad et al. (2012), liquidos iénicos, devido a sua natureza hidrofobica e a
baixa viscosidade, geralmente, causam um aumento da atividade e da estabilidade enzimatica,
demonstrando seu potencial para preservacdo das proteinas. Porém, apesar de diversas
enzimas terem mostrado excelente estabilidade quando em presenca de liquidos idnicos, tais
como termolisina, lisozima e quimotripsina, o fato de que muitas outras sao insolUveis em tais
meios representa um obstaculo, necessitando-se de maiores estudos nesta area
(Moniruzzaman et al., 2010).

Outra opcéo para conservacdo de enzimas é a sua manutencdo em solugdes de glicerol,
sorbitol ou sacarose, em concentracdo de 50% (m/v), com posterior congelamento das
mesmas (Kilikian & Pessoa, 2001). Glicerol, que é usado principalmente como agente de
preservacdo, promoveu estabilidade e incremento na atividade de lacases, sendo que um
aumento da concentracdo de glicerol para 10 mmol.L™ resultou em um aumento de 1,99 vezes
na atividade enzimaética. Portanto, o glicerol pode ser recomendado para a preservacdo de

lacases durante seu armazenamento (Kumar et al., 2012).
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2.6 POTENCIAL DE APLICACAO DE LACASES

Em 1996, foi lancado o produto comercial & base de lacase Denilite® pela empresa
Novozymes®, para ser utilizada no processo “denim” de fabricacdo de jeans, sendo
reformulada em 1999 e lancada no mercado como Denilite® II. Outros produtos & base de
lacases lancados no mercado pela Novozymes® sdo Novozym®, utilizado como biossensor, e
Suberase®, usado no tratamento de rolhas de cortica para o envase de vinhos, sendo
produzidos a partir do género Aspergillus (Peralta et al., 2004; Andreaus & Cavaco-Paulo,
2008; Bon et al., 2008).

Atualmente, as principais aplicacdes biotecnoldgicas de lacases estdo nas industrias
téxteis, em processos relacionados com a descoloragdo de corantes e em branqueamento de
tecidos denin utilizados em jeans, bem como nas industrias de papel e celulose, na
deslignificacdo de fibras, especialmente durante o processo de branqueamento da polpa de
celulose (Riva, 2006; Andreaus & Cavaco-Paulo, 2008). Outra aplicacédo potencial para estas
enzimas é a biorremediacdo de solos contaminados. Lacases apresentam atividade frente a
uma ampla gama de substratos, podendo oxidar uma grande variedade de compostos
xenobidticos, tais como compostos fendlicos clorados, pesticidas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Viswanath et al., 2014).

Na induastria de bebidas, a utilizacdo de lacases impede a descoloragdo, turvacao,
embacamento ou alteracdes de sabor em cervejas, sucos de frutas e vinhos, aumentando seu
tempo de prateleira e removendo fendis (Viswanath et al., 2014). Recentemente, lacases tém
sido comercializadas para a preparacdo de rolhas de cortica utilizadas em garrafas de vinho,
uma vez que diminuem a adstringéncia, evitando que esta caracteristica seja transmitida para
o0 vinho envelhecido (Riva, 2006).

Lacases também podem ser utilizadas como biossensores ambientais, ja que a ampla
gama de substratos passiveis de oxidacdo por essas enzimas permite a detec¢do de diversos
compostos fendlicos, e em células de biocombustivel, uma vez que lacases utilizam oxigénio
como substrato, que é convertido em agua (Viswanath et al., 2014). Estas enzimas também
possuem potencial de aplicacdo nas éareas farmacéutica e cosmética, devido a suas
propriedades antioxidantes, que podem ser comparadas as do resveratrol (Antonopoulou et
al., 2016).

A utilizagdo de processos biotecnoldgicos alternativos para o tratamento de efluentes
industriais através do emprego direto de microrganismos ou das enzimas por eles produzidas

estd sendo considerada (Said & Pietro, 2004). Fenol-oxidases podem atuar sobre poluentes
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recalcitrantes especificos por precipitagdo ou por transformagcdo em outros produtos,
permitindo maior facilidade para o tratamento final dos rejeitos quando comparados aos
tratamentos quimicos e fisicos tradicionalmente utilizados (Silva & Esposito, 2010).

Entretanto, a utilizacdo destas enzimas em processos industriais depende de varios
fatores, como baixo custo de producdo, boa estabilidade durante o armazenamento em
condigdes moderadas e capacidade de exercer sua atividade catalitica em velocidade e
condicdes de reacdo adequadas (Kurniawati & Nicell, 2008). A utilizacdo de lacases
juntamente com mediadores em processos de degradacao de lignina em industrias de papel e
celulose tem sido largamente estudada. Um processo onde o mediador HBT foi usado
juntamente com lacases foi patenteado e sua eficicia foi comprovada em diversos ensaios
realizados em planta piloto (Riva, 2006).

Na industria papeleira, além da utilizacdo no branqueamento de polpa kraft, lacases
também demonstraram potencial para biorremediacdo de seus residuos (Viswanath et al.,
2014). O emprego de lacases e peroxidases no tratamento de efluentes deste ramo industrial
pode ser uma alternativa para a remoc¢do de cor e para a oxidacdo de fendis (Peralta et al.,
2004). P. sajor-caju PS-2001 encontra-se entre 0s microrganismos capazes de produzir fenol-
oxidases, demonstrando eficiéncia na remocao de cor e de compostos fendlicos presentes em
efluentes da industria de papel e celulose (Munari et al., 2007).

Quanto a sua utilizagdo na descoloracdo de efluentes, alguns aspectos sdo de extrema
importancia e devem ser avaliados. De acordo com Schmitt et al. (2012), temperatura, pH,
concentracdo de corante, concentracdo enzimatica, tipo e concentracdo do mediador utilizado
sdo fatores com forte influéncia na degradacdo de corantes téxteis. Lacases produzidas em
biorreator ailift de circulagdo externa por células livres de T. versicolor se mostraram capazes
de descolorir o corante vermelho de fenol (Rancafio et al., 2003). O potencial de descoloragédo
de corantes téxteis por lacases e peroxidases de P. sajor-caju PS-2001 também foi avaliado,
resultando em bons niveis de descoloragdo para corantes dispersos, em especial o Disperse
Red 343 (Schmitt et al., 2012).

Os corantes sdo classificados de acordo com sua natureza, podendo ser anidnicos,
catidnicos e ndo idnicos, e quanto a sua estrutura quimica, sendo 0s principais das classes azo
e antraquinona (Peralta et al., 2004). A descoloracdo de corantes dos grupos cromaéforos
antraquinona, azo e trifenilmetano utilizando diferentes concentracfes de lacases produzidas
por P. sajor-caju PS-2001 em biorreator com agitacdo mecénica foi avaliada, sendo
constatado que maiores concentracdes de lacases afetam positivamente, de um modo geral, a

descoloracdo destes corantes (Bettin et al., 2013).
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Efluentes que contém residuos fendlicos necessitam ser tratados antes do seu despejo
no meio ambiente, e este tratamento pode ser eletroquimico, bioldgico, por adsor¢cdo com
carvao ativado ou por oxidacdo quimica (Bayramoglu et al., 2009). Entretanto, fatores como o
alto custo, baixa eficiéncia e geracdo de subprodutos tdxicos limitam a utilizacdo de alguns
destes métodos (Hu & Duvnjak, 2004). Como alternativa, surge a utilizacdo de polifenol-
oxidases, como LiP, MnP, tirosinases, peroxidases e lacases, que possuem capacidade de
transformar uma ampla gama de compostos aromaticos (Kurniawati & Nicell, 2008).
Entretanto, o uso de enzimas na remocao e transformacéo de compostos toxicos no tratamento
de efluentes requer o desenvolvimento de metodologias que mantenham a enzima estavel no

sistema, além de permitir sua reutilizacdo (Peralta et al., 2004).

Diante do contexto apresentado, é importante ressaltar que existem poucos estudos
relativos a utilizacdo de membranas para a concentracao e purificacdo de lacases, bem como
pesquisas visando a formulacdo de extratos estaveis dessas enzimas. Assim, 0
desenvolvimento do presente trabalho representa uma relevante contribuicdo
académica/cientifica/tecnologica, permitindo avaliar as etapas e condicdes em que sdo
realizados estes processos e possibilitando a obtencdo de maiores informacbes que,
futuramente, viabilizem a implementacdo de uma tecnologia de utilizagdo de lacases em
escala industrial para o tratamento de efluentes, bem como facilitar sua utilizagdo em

processos ja existentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMO E MANUTENCAO DA LINHAGEM

O basidiomiceto Pleurotus sajor-caju PS-2001, disponibilizado pela empresa
BRASMICEL - Biotecnologia em Fungicultura (Pod/SP) e pertencente a cole¢do do
Laboratorio de Enzimas e Biomassas do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias
do Sul, foi utilizado como produtor de enzimas neste trabalho.

O meio de manutenc¢édo da linhagem continha, em sua composicéo, 2 g de serragem de
Pinus spp. moida, 2 g de farelo de trigo moido, 0,2 g de CaCOg, 2 g de agar-agar e H,O q.s.p.
1 L. A esterilizacdo foi realizada por autoclavagem a 121°C e 1 atm e, posteriormente, 0 meio
foi vertido em placas de Petri; apos esfriar, um disco de 0,5 cm de didametro com a linhagem
foi colocado no centro das placas, que foram mantidas em estufa a 28°C até completa
colonizagdo, sendo, apds, armazenadas a 4°C (Bettin et al., 2009).

3.2 PREPARACAO DO CALDO ENZIMATICO

Para a producdo do caldo enzimatico, foram realizados, previamente a este trabalho,
cultivos em biorreatores com agitacdo mecéanica e airlift de circulacdo interna. Foram
preparados inéculos de P. sajor-caju PS-2001, em meio de cultivo com a seguinte
composicdo: 5 g de glicose, 1,5 g de caseina pura, 5 mL de solu¢cdo mineral (KH,POy,,
(NH;)SO4, MgSO,4.7H,0, ureia, CaCl,, MnSQO4.H,0, FeSO,4, ZnSO,4 e CoCl, - Mandels &
Reese, 1957) e H,0 destilada g.s.p 1 L. Os meios foram preparados em frascos Erlenmeyer
com capacidade de 500 mL, contendo 100 mL do meio, sendo esterilizados por autoclavagem.
Apos, trés discos de micelio fungico com 1,5 cm de didmetro foram raspados de placas de
Petri e acrescentados ao meio. Os frascos foram mantidos sob agitagdo reciproca de 180 rpm a
28°C durante seis dias para o crescimento micelial (Bettin et al., 2011).

A producgéo de enzimas em biorreatores foi realizada em meio de cultivo semelhante
ao utilizado nos indculos, com adi¢do dos indutores enzimaticos CuSO,4 e acido benzoico,
4cido galico, fenol ou xilidina. Nos biorreatores, o meio de cultivo foi composto por 5 g.L™ de
glicose, 1,5 g.L™" de caseina pura, 100 mg.L™ de 4cido benzoico, 4cido galico, fenol ou
xilidina, 100 mg.L™ de CuSO,, além de 100 mL.L™" de solugdo mineral (Mandels & Reese,
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1957). A temperatura dos cultivos foi controlada em 28°C e o pH fixo em 6,5, através da
adicdo de NH4OH 2 mol.L™ e H,SO, 2 mol.L™ (Bettin, 2010; Bettin et al., 2011).

Ap0s 90 horas de cultivo, o micélio foi separado por filtracdo e os caldos enzimaticos
brutos foram congelados para posterior utilizacdo nos processos de caracterizacdo de lacases,
purificacdo parcial, concentracéo e formulacdo enzimatica.

O descongelamento dos extratos brutos foi realizado em lotes de quinze litros,
conforme a demanda necessaria para a realizacao dos experimentos. Apos o descongelamento,

os caldos foram filtrados em tecido de microfibra e sua viscosidade foi determinada.

3.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Na realizagdo dos procedimentos analiticos, foi utilizado um espectrofotometro

Molecular Devices - SpectraMax 190, para leituras em placas de 96 pogos.

3.3.1 Determinacao da atividade de lacases (Lac)

A atividade de lacases foi determinada com o substrato ABTS, em mistura reacional
contendo 0,45 mmol.L™ do substrato, 90 mmol.L™ de tampdo acetato de sédio pH 5 e
0,18 mL de amostra adequadamente diluida, quando necessario, em volume final de 0,4 mL.
A oxidacdo do ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 420 nm, durante
90 segundos, a 25°C. Para a determinacdo da concentracdo do ABTS oxidado, foi utilizado
um 420 = 3,6 x 10° mol™.cm™ (Wolfenden & Willson, 1982).

Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a quantidade (umol) de produto
liberada por minuto, por mL de amostra. As atividades enzimaticas foram expressas em
unidades por mL (U.mL™), definidas como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de
produto por mL, por minuto (U = umol.min™). O calculo de atividade de lacases foi realizado

conforme a Equacéo 1.

Lac = Abs.t.Vt.10° Equagcdo 1
S.VA

Onde:

Abs — absorbancia;
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t — tempo (60 segundos);
Vt — volume total (mL);
Va — volume de amostra (mL);

€ — coeficiente de extingdo molar;

3.3.2 Determinacao da atividade de peroxidases totais (Per)

As analises de peroxidases totais foram realizadas de maneira semelhante as lacases,
utilizando-se na mistura reacional o extrato enzimatico adequadamente diluido quando
necessario, tampao acetato de sédio (0,2 mol.L™®) pH 5, substrato ABTS (5 mmol.L™) e
peroxido de hidrogénio (2 mmol.L?), também totalizando um volume final de 0,4 mL. A
leitura em espectrofotémetro foi conduzida de forma similar as lacases, com calculo da
atividade realizado de acordo com a Equacdo 1, ap6s descontar da absorbancia verificada o
valor de absorbancia obtido para lacases. A atividade também foi expressa em U.mL™.

3.3.3 Determinacao da atividade de lignina peroxidases (LiP)

Lignina peroxidases foram quantificadas utilizando-se 0,15 mL de extrato enzimatico,
0,10 mL de peré6xido de hidrogénio (2 mmol.L™) e 0,15 mL de &lcool veratrilico (4 mmol.L™)
em tampdo tartarato de sédio (250 mmol.L™) pH 3, em placa de 96 pocos. As leituras foram
realizadas em comprimento de onda de 310 nm, em cinética de cinco minutos, em
temperatura de 30°C. A determinacdo da concentracdo do alcool veratrilico oxidado foi
realizada utilizado um &30 = 9,3 x 10° mol™.cm™ e o célculo da atividade enzimética foi

realizado conforme a Equacéo 2.

LiP = Abs.Vt.10° Equacio 2
eVa
Onde:
Abs — absorbancia;
Vt — volume total (mL);
Va — volume de amostra (mL);

¢ — coeficiente de extingdo molar;
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3.3.4 Determinacdo da atividade de oxidases do alcool veratrilico (OAV)

Oxidases do alcool veratrilico foram quantificadas de forma semelhante a LiP,
utilizando placa de 96 pocgos, com 0,20 mL do extrato enzimatico e 0,20 mL de alcool
veratrilico (2 mmol.L™) em tampéo tartarato de sédio (250 mmol.L™) pH 5. As leituras em
espectrofotdmetro também foram realizadas a 310 nm, em cinética de cinco minutos, a 30°C e
o calculo da concentracdo de alcool veratrilico calculada com €310 = 9,3 x 10° mol™.cm?,

também de acordo com a Equacéo 2.

3.3.5 Determinacéo da atividade de manganés peroxidases (MnP)

Analises de manganés peroxidases foram realizadas em tubos de ensaio contendo
0,5 mL de amostra de extrato enzimatico adequadamente diluida e 1 mL de tamp&o succinato
de s6dio 20 mmol.L™ pH 4,5, aos quais foi acrescentado 0,5 mL de um reagente preparado no
momento da analise. O reagente continha, para cada amostra, 0,1 mL de vermelho de fenol
0,1% (m/v), 0,1 mL de tampéo lactato de sodio 250 mmol.L™?, 0,2 mL de albumina bovina
0,5% (m/v), 0,05 mL de MnSO4; 2 mmol.L™ e 0,05 mmol.L™ de peréxido de hidrogénio
2 mmol.L™,

Foram preparados controles (brancos) para cada amostra, onde foram utilizados os
mesmos compostos da amostra, com a adicdo de 0,04 mL de NaOH 2 mol.L™ para inativar a
reacdo. Todos os tubos de ensaio, tanto os contendo enzima ativa quanto os brancos, foram
mantidos em banho-maria por cinco minutos a 30°C. Decorrido este intervalo de tempo,
NaOH foi adicionado também aos tubos contendo a amostra, para interromper da reacdo. Para
a leitura, 0,4 mL das amostras e dos brancos foram transferidos para placas de 96 pocos, onde
foi realizada leitura em espectrofotdmetro, em 610 nm. Os valores de absorbancia observados
para os brancos foram descontados dos valores observados para as amostras, a fim de obter a
quantificacdo real das enzimas presentes no meio. O célculo da atividade enzimatica foi

realizado de acordo com a Equagéo 2.

3.3.6 Determinacdo da atividade proteolitica

Proteases foram quantificadas através de reacdo realizada em tubos Eppendorf de

2 mL, com a adi¢do de 0,15 mL de extrato enzimatico adequadamente diluido e 0,25 mL de
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substrato azocaseina 2% (m/v) dissolvida em tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L™ pH 7.
Brancos foram preparados de forma similar, para todas as amostras, sendo as enzimas
inativadas através da adicdo de 1,2 mL de &cido tricloroacético — TCA 10% (m/v).

Os tubos Eppendorf foram mantidos em banho-maria por 40 minutos a 40°C e, apds o
término deste intervalo de tempo, TCA também foi acrescentado aos tubos contendo enzima
ativa. Entdo os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por dez minutos e 0,2 mL das
amostras e brancos foram transferidas para placas de 96 pocos, aos quais foram acrescentados
0,2 mL de NaOH 1 mol.L™. As leituras em espectrofotdmetro foram realizadas em 440 nm e
os valores de absorbancia observados para o branco foram descontados do valor das amostras,
sendo posteriormente utilizados para o célculo da atividade de proteases, através de sua

divisdo pelo volume de amostra utilizado.

3.3.7 Determinacao de proteinas sollveis totais

Proteinas solGveis totais foram quantificadas em tubos de ensaio contendo 1 mL da
amostra adequadamente diluida, quando necessario, e 0,5 mL de reagente de Bradford. Os
tubos de ensaio foram agitados utilizando um agitador do tipo vortex e, apés dez minutos, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro em 595 nm. Uma curva padrdo foi preparada
utilizando solucdes de albumina bovina com concentracdes conhecidas e submetida as
mesmas condi¢bes, sendo posteriormente utilizada para o célculo da concentracdo de

proteinas.

3.3.8 Espectrofotometria de varredura para o caldo enzimatico

A determinacdo da absorbancia do caldo enzimatico bruto foi realizada utilizando
espectrofotdmetro, através do pico maximo de absorbancia observado no espectro de luz
visivel (380 a 750 nm). O comprimento de onda determinado foi, posteriormente, utilizado
para verificar a remogdo de cor dos extratos pré-tratados com carvéo ativado e filtrados em

membrana de microfiltracdo.
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3.3.9 Determinacédo da viscosidade do caldo enzimético

A determinacdo da viscosidade do caldo enziméatico bruto foi realizada utilizando
viscosimetro Brookfield modelo LDV-I1+, a 60 rpm, com 20 mL de amostra em temperatura
de 30°C.

3.3.10 Determinacdo da turbidez do caldo enzimatico

A turbidez do caldo enzimatico foi realizada em turbidimetro Digimed Modelo Dm
TU utilizando 12 mL de amostra em temperatura ambiente (25+2°C).

3.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LACASES E PROTEINAS

Os caldos enzimaticos brutos produzidos nos biorreatores foram utilizados na

realizacdo dos testes de caracterizacdo enzimatica de lacases.

3.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O extrato enzimatico produzido em biorreatores foi submetido a andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), com dodecil sulfato de sédio (SDS), segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970). Foi utilizado marcador de massa molecular
Precision Plus Protein TM Standars All Blue (BioRad®) e a corrida eletroforética foi realizada
em cuba vertical BioRad Mini-Protean Tetra System®. Ap6s a corrida, o gel foi incubado
durante 30 minutos em solugédo 0,2% (m/v) de Coomassie Brilliant Blue G-250, 50% (v/v) de
etanol e 10% (m/v) de &cido acético, para revelagdo das bandas de proteinas. Apos, o gel foi
lavado com &gua destilada e imerso em solucdo de 50% (v/v) de etanol e 10% (m/v) de &cido
acetico por 30 minutos, repetindo-se este processo por duas vezes. Ja para a deteccdo de
lacases em gel de atividade, o gel de poliacrilamida foi colocado sobre um gel de agar

contendo o substrato ABTS, até o surgimento das bandas (Yaver et al., 1996).
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3.5 TESTES DE CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

3.5.1 Compactacdo da membrana

Ambas as membranas, de microfiltracdo (MF) e de ultrafiltracdo (UF), foram
compactadas em pressdo de 4 bar até que o fluxo de permeado fosse estabilizado. O volume
de permeado foi determinado atraves de medigdes realizadas a cada dez minutos. A

determinacéo do fluxo foi realizada por meio da Equacéo 3 (Cheryan, 1998).

J=— Equacdo 3

Onde:
J —fluxo de permeado (L.m2.h™);
V — volume de permeado (L);
A — 4rea da membrana (m?);

At — tempo de permeacao (h).

3.5.2 Permeabilidade da membrana

Os testes de permeabilidade hidraulica das membranas de microfiltracdo e
ultrafiltragdo foram realizados variando-se a presséo de 0,5 bar a 4 bar e medindo-se o volume
de permeado apds dez minutos. Foram realizados dois testes para cada membrana, um
utilizando agua e outro com o caldo enzimatico bruto. O fluxo de permeado foi calculado,

tambeém, utilizando-se a Equacéo 3.

3.5.3 Queda e recuperacao do fluxo de permeado

Ap0s a determinacdo da pressdo ideal de operacdo, o fluxo de agua inicial (Ju1), O
fluxo de permeado do extrato enziméatico (Jp) e os fluxos de agua pos extrato (Jup) € pos
limpeza da membrana (Jus) foram mensurados. O fluxo foi novamente calculado a partir da

Equacdo 3, sendo posteriormente calculada a queda percentual do fluxo de permeado.
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A recuperacao do fluxo de permeado pos-limpeza, dada pela razdo entre Jy; € Jus, foi
determinada por meio da Equacéo 4 (Cheryan, 1998).

Re = (Jwa/ Jwa) X 100 Equacdo 4
Onde:
Rr — recuperacéo do fluxo (%);
Jwi— fluxo de permeado inicial (L.m?2h™);

Jus — fluxo de permeado pés limpeza (L.m™2.h™);

A limpeza das membranas foi realizada circulando NaOH (0,1 mol.L™) a 45°C durante

0 periodo de uma hora e, posteriormente, agua foi recirculada no sistema.

3.6 PURIFICACAO PARCIAL E CONCENTRACAO DE LACASES

3.6.1 Pré-tratamento do caldo enzimatico com carvao ativado

A purificagdo parcial e a remogdo de cor do extrato bruto de lacases foram avaliadas
utilizando carvao ativado granulado de 6 a 10 mm (VETEC, Brasil) em diferentes
concentracdes (Poletto et al., 2015a). As concentracGes de carvao utilizadas foram de 2, 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 g.L™". O caldo enzimatico foi mantido sob agitagdo
magnética por 120 minutos e amostras foram coletadas aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm e o sobrenadante utilizado para
realizacdo das analises de remocdo de cor, proteinas sollveis totais, turbidez e atividade de

lacases.

3.6.2 Microfiltragéo do caldo enzimatico

O extrato enzimatico foi submetido ao processo de microfiltracdo (MF) em membrana
polimérica de configuracdo de fibras ocas. Foi utilizado um cartucho filtrante de membrana de
poliimida, com &rea permeante de 0,2 m? e tamanho de poro de 0,4 pm (PAM Membranas,
Brasil), apresentado na Figura 2, operando em fluxo tangencial.
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Figura 2. (a) Cartucho filtrante de microfiltracdo (PAM Membranas, Brasil) e (b) configuracdo do
modo de operacdo da membrana de fibra oca.

A pressdo 6Otima de operacdo foi definida variando-se a pressdo de 0,5 a 3,5 bar,
utilizando uma bomba diafragma da marca Shurflo (México) e a corrente de concentrado foi
recirculada para o tanque de alimentagdo. O sistema de filtragdo foi montado conforme

mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquemdtica dos sistemas de separacdo por membranas utilizados nos
processos de concentragdo de lacases.

3.6.3 Ultrafiltracdo do caldo enzimatico

Para os testes com membrana de ultrafiltracdo (UF), foi utilizada uma membrana de
médulo espiral de polietersulfona (MILLIPORE, EUA), com 0,1 m? de érea filtrante e
tamanho molecular de corte de 10 kDa (Figura 4). Os testes foram realizados variando-se a
pressédo de 3,5 a 0,5 bar, a fim de determinar a pressdo de operagdo Otima para a concentracao
do extrato enzimatico, resultando nas menores perdas enzimaéticas e tempo de processo
moderado. Foi utilizada a mesma bomba de diafragma da marca Shurflo (México) e a corrente

de concentrado foi recirculada para o tanque de alimentacdo, conforme a Figura 3.
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Figura 4. (a) Cartucho filtrante de ultrafiltracdo (MILLIPORE, EUA) e (b) configuragdo do modo de
operacdo da membrana espiral.

Para determinar o melhor processo de concentracdo final do extrato enzimatico por
ultrafiltracdo, foram testados quatro protocolos, sempre submetidos a pressdo de operacdo
Otima determinada para cada membrana, bem como a melhor concentracdo de carvéo ativado.
Os protocolos que foram testados estdo apresentados na Figura 5, baseados nos estudo
realizados por Poletto et al. (2015a). O protocolo que apresentou a melhor recuperagédo de

lacases e 0 melhor tempo de processo foi utilizado para a concentragéo efetiva do extrato.

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4
Ultrafiltracdo Carvio ativado Microfiltracdo Carvio ativado
Ultrafiltracio Ultrafiltracio Microfiltracio
Ultrafiltracdo

Figura 5. Protocolos propostos para a concentragdo dos extratos enzimaticos de lacases.

As equac0es utilizadas para descrever o grau de concentracao e recuperacao de lacases
presentes no extrato enzimatico bruto durante o processo de ultrafiltracdo estdo apresentadas a
seguir (Cheryan, 1998).

O fator de concentracdo volumeétrico (FCV) durante a concentragdo do extrato
enzimatico foi determinado atraves da razdo entre o volume inicial da alimentagéo e o volume
do concentrado ao final do processo, de acordo com a Equacéo 5:

FCV =Vo/ V¢ Equacdo 5
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Onde:
FCV — fator de concentragdo volumétrico;
Vo — volume inicial (mL);

V¢ — volume do concentrado (mL).

O fator de concentracdo de atividade enzimatica (FCA) foi calculado dividindo o valor
da atividade de lacases no concentrado pelo valor da atividade inicial, conforme apresentado
na Equacao 6:

FCA = Lacc/ Lacy Equacdo 6

Onde:
FCA — fator de concentracdo da atividade enzimatica;
Lacc — atividade de lacases no concentrado (U.mL™);
Lac, — atividade de lacases inicial na alimentagdo (U.mL™).

A eficiéncia de recuperacao foi calculada como a relacdo entre a atividade de lacases

total presente no concentrado e a atividade presente no extrato inicial, conforme a Equagéo 7:

R = (Lacc x V¢) / (Lacg x Vo) Equacéo 7

Onde:
Vo — volume de alimentacdo (mL);
V¢ — volume de concentrado (mL);
Lac, — atividade no caldo de alimentagdo (U.mL™);

Lacc — atividade no caldo concentrado (U.mL™).

A atividade especifica no concentrado e no caldo bruto foi calculada por meio da
relacdo entre a atividade enzimatica de lacases e a concentracdo de proteinas (Pro), conforme
a Equacéo 8, e posteriormente foi utilizada para o célculo do fator de purificacdo, apresentado
na Equacao 9:

AE = Lac/Pro Equacdo 8

FP = AEC/AE, Equacéo 9
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Onde:
AE - atividade especifica de lacases (U.mg™);
Lac — atividade de lacases (U.mL™);
Pro — concentracgdo de proteinas (mg.mL™);
FP — fator de purificacdo de lacases;
AE¢ - atividade especifica no concentrado (U.mg™);

AE, - atividade especifica no caldo de alimentagéo (U.mg™);

3.7 FORMULACAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS DE LACASES

3.7.1 Testes de conservacgao de atividade enzimatica

Testes foram realizados a partir da utilizagdo de diferentes concentragGes de glicerol
[0, 10, 15, 20, 30, 40 e 50% (m/v)] e cloreto de potassio [sem a presenca de KCI e em
presenca de 2% (m/v)] (Kumar et al., 2012; Poletto et al, 2015a), a fim de verificar a melhor
formulacdo para armazenamento do extrato enzimatico obtido ap0s as etapas de concentragéo.
Anélises de atividade enzimatica foram realizadas semanalmente e comparadas a atividade
inicial, com o objetivo de avaliar a conservacao e a estabilidade catalitica das lacases durante

o0 periodo de um ano. As formulagdes foram submetidas a temperaturas de 4°C e 28°C.

3.7.2 Testes de termoestabilidade

O extrato concentrado e a formulacdo enzimatica que se apresentou mais estavel apos
nove meses foram submetidas a testes de termoestabilidade, sendo as mesmas submetidas a
temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C, durante 96 horas. Amostras foram coletadas a cada
oito horas e, posteriormente, foram mensuradas as atividades de lacases para cada condicao
testada, sendo os resultados comparados com as atividades iniciais, para estimar o grau de

termoestabilidade das enzimas.
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3.7.3 Testes de estabilidade frente ao pH

O extrato concentrado e a formulacdo enziméatica mais estavel foram submetidos a
testes de estabilidade frente ao pH, sendo os mesmos submetidos a diferentes valores de pH
(2, 25,3,35,4,45,5,55, 6,65, 7, 7,5 ¢ 8 em tampdo Mc’Ilvaine (fosfato de sddio —
acido citrico) na temperatura pré-definida nos testes de termoestabilidade, durante 96 horas,
com coleta de amostras em intervalos de oito horas. Apds, foram mensuradas as atividades de
lacases para cada condicdo testada e os resultados foram comparados com as atividades

iniciais para estimar o grau de estabilidade das enzimas.

3.7.4 Testes de estabilidade frente a ions

O extrato concentrado e a formulacdo enziméatica mais estavel foram submetidos a
testes de estabilidade frente a fons. Os mesmos foram submetidos & presenca dos ions NH,"
((NH.),S0.), K* (KCI), Ag* (AgNOs), Na* (NaCl), Ba** (Ba(OH),), Ca’* (CaCl,), Co**
(CoCl,), Cu** (CuSO4), Sr** (SrCly), Fe** (FeCly), Mg®* (MgCl,), Mn** (MnSO,), Ni**
(NiSO,), Ti** (TiO,), Zn** (ZnCly) e Cr¥* (K,Cr,0;), em concentracdo de 10 mmol.L™?, na
temperatura pré-definida nos testes de termoestabilidade, durante 96 horas. Amostras foram
coletadas a cada oito horas e as atividades de lacases foram mensuradas para cada condicéo
testada. Os resultados obtidos foram comparados com as atividades iniciais a fim de estimar o

grau de estabilidade das enzimas.

3.8 TESTES DE DESCOLORACAO DE CORANTES

Foram realizados testes de descoloracdo de corantes de diferentes classes cromdforas,
bem como de suas misturas, conforme apresentado no Quadro 3. Os testes foram realizados
em frascos Duran, mantidos em banho estatico a 35°C, sem controle de pH, por 168 horas.
Foram realizadas coletas diarias e o percentual de descoloracgdo foi avaliado atraves da leitura
de absorbancia das amostras no comprimento de onda especifico para cada corante,
determinado ap0s testes de varredura (Bettin et al., 2014a).

As misturas reacionais continham a solucdo de corante e 0 extrato enzimatico

concentrado, utilizando concentragBes enzimaticas de 75 e 150 U.mL™. Em alguns testes
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foram, também, adicionados os mediadores hidroxibenzotriazol (HBT) ou siringaldazina
(SYR), nas concentracdes de 0,1 e 0,3 pmol.L™.

A determinacdo do percentual de descoloracao foi realizada utilizando a Equacédo 10
(Schmitt et al., 2012), onde Abs inicia cOrresponde a leitura de absorbancia inicial (tempo 0) e

ADs fina @ leitura de absorbancia nos diferentes tempos avaliados.

Percentual de descoloragdo (%) = (ADS inicial.— ADS finat) X 100 Equacéo 10
ADS inicial
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Quadro 3. Corantes e misturas utilizados nos testes de descoloracdo com suas respectivas classes
cromoforas e comprimento de onda de leitura.

Grupo croméforo Corante A (nm)

Acid Blue 80 628

) Acid Green 28 685
Antraquinona -

Reactive Blue 220 609

Remazol Brilliant Blue R 591

Acid Red 315 493

Congo Red 494

Disperse Blue 79 539

Disperse Orange 30 464

Disperse Red 324 470

Levafix Brilliant Red E-4BA 513

Azo0 Levafix Golden Yellow E-G 434

Methyl Red 520

Methylene Blue 549

Neutral Red 467

Orange G 478

Reactive Red 198 518

Reactive Yellow 15 411

Brilliant Green 610

Bromocresol Green 616

Bromophenol Blue 590

Bromothymol Blue 493

Trifenilmetano Coomassie Brilliant Blue G-250 579

Gentian Violet 582

Malachite Green 610

Methyl Violet 584

Phenol Red 433

Antraquinona 624

) Azo 479
Misturas -

Trifenilmetano 562

Geral 588
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3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A anélise estatistica para os dados obtidos neste trabalho foi realizada por meio da
analise de variancia (one-way ANOVA) e pos-teste de Tukey, com intervalo de confianca de

95% (p<0,05), com auxilio do software GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a realizacdo
deste trabalho. Inicialmente, estdo relatados os resultados referentes a caracterizacdo das
lacases, seguido dos dados de utilizagdo de carvdo ativado como pré-tratamento para a
concentracdo destas enzimas. Apoés, estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
caracterizacdo das membranas e na definicdo da melhor pressdo de operacdo para a
concentracdo de lacases, bem como a definicdo de um protocolo especifico para sua
concentra¢do. Em seguida, os resultados apresentados se referem a concentracdo do extrato
utilizando o protocolo definido, a formulacdo deste extrato enzimatico concentrado, bem
como aos testes de estabilidade ao longo do tempo, termoestabilidade e estabilidade frente ao
pH e a ions. Finalmente, séo relatados e discutidos os dados obtidos nos testes descoloracéo
de corantes.

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS LACASES

Em uma etapa inicial aos processos de concentracdo, o extrato enzimatico bruto foi
descongelado e foi coletada uma pequena amostra dos extratos que continham os quatro
diferentes indutores no meio de cultivo (acido benzoico, acido galico, fenol e xilidina), a fim
de determinar a massa molecular das lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001
presentes nas amostras. Essa determinacdo ocorreu através da utilizacdo de eletroforese em
SDS-PAGE.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 6, onde pode-se observar que
lacases com massas moleculares proximas a 25 kDa estdo presentes em todos os extratos
analisados. O extrato contendo o indutor enzimatico &cido galico apresentou, também, uma
banda de lacases com massa molecular entre 50 e 75 kDa. Resultados similares foram
observados por Bettin et al. (2011) utilizando a mesma linhagem fangica e acido galico como
indutor enzimatico, porém em meio contendo sacarose como fonte de carbono, sendo relatada
a presencga de trés isoformas de lacases, com massa molares proximas a 35, 45 e 70 kDa.

Os resultados também sdo semelhantes aos observados por Kumar et al. (2012), para
lacases produzidas por Pleurotus ostreatus em duas isoformas, com massas moleculares de
72 e 40 kDa. Ja Libardi Jr. (2010) observou a presenca de trés isoformas de lacases para essa

mesma espécie, com massas moleculares de 18, 23 e 67 kDa.
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Figura 6. Gel de atividade e eletroforese em gel de poliacrilamida de lacases produzidas por Pleurotus
sajor-caju PS-2001 em processo submerso na presenca de diferentes indutores enzimaticos. (AB)
acido benzoico, (AG) acido galico, (Fe) fenol, (Xy) xilidina e (M) marcador molecular.

As massas moleculares das lacases presentes no meio permitem a utilizacdo de
processos de microfiltracdo como pré-tratamento, uma vez que as enzimas, teoricamente, ndo
devem ficar retidas na membrana. Ja para o processo de ultrafiltracdo, a utilizacdo de uma
membrana com tamanho de corte menor que 25 kDa € necessaria, para evitar que as lacases

passem para o permeado, evitando a perda da enzima.

42 AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO DO EXTRATO ENZIMATICO DE
LACASES UTILIZANDO CARVAO ATIVADO

A fim de verificar a viabilidade da remocdo de pigmentos e de possiveis substancias
inibitérias presentes nos extratos enzimaticos brutos, bem como de algumas proteinas,
avaliou-se a utilizacdo de um pré-tratamento com adicdo de diferentes concentragdes de
carvao ativado.

Na Figura 7, sdo apresentados os dados referentes a variacdo da atividade de lacases e
da concentracdo de proteinas solUveis totais ao longo do tempo durante os tratamentos com
carvao ativado. Em todas as concentracdes testadas, a adi¢cdo do carvéo ativado resultou em
um aumento da atividade enzimética e na queda dos niveis de proteinas sollveis totais
presentes no meio. Acréscimo mais elevado na atividade de lacases foi observado em

presenca de 50 g.L™* de carvédo, passando de cerca de 26 U.mL™ para aproximadamente
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53 U.mL™" apés 120 minutos de reacdo, tempo em que também foram observados picos de
atividade para as concentragdes de 60 e 100 g.L™ de carvéo ativado, alcangando cerca de 52 e
50 U.mL™, respectivamente (Figura 7a). J& para concentracdes mais baixas de carvdo, como 5
e 30 g.L?, picos de atividade de cerca de 40 U.mL™ foram alcancados em tempos menores
(15 e 30 minutos, respectivamente). Também foi possivel observar que o aumento nos niveis
de atividade enzimatica esta relacionado com a queda na concentragdo de proteinas presentes
no meio (Figura 7b), sugerindo que a adsorc¢éo de proteinas pelo carvéo ativado, bem como de
proteases que possivelmente estdo presentes no caldo, possa ter favorecido o aumento da
atividade enzimaética, provavelmente devido ao fato dessas proteinas causarem interferéncia
negativa na acdo catalitica das lacases presentes no extrato. Além disso, embora ndo tenham
sido realizados testes para avaliar sua remocdo, o carvao ativado, por ter afinidade com
compostos fenolicos, pode té-los adsorvido, diminuindo seu efeito inibidor sobre as enzimas
(Guilarduci et al., 2006).

500

—~
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Proteinas (g.L

0 T T T T T T T T 250 T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo (min) Tempo (min)
Figura 7. Atividade de lacases (a) e concentracdo de proteinas solUveis totais (b) em fungdo do tempo
durante tratamentos com carvao ativado de um extrato enziméatico bruto produzido por Pleurotus
sajor-caju PS-2001 em processo submerso. (m) 2 g.L'l, (A)5 g.L'l, (v) 10 g.L'l, (#) 20 g.L'l, (e) 30
gL (o) 40 gL, (A) 50 gL, (V) 60 g.L?, (0) 70 g.L™, (0) 80 gL, (x) 90 g.L™ e (1) 100 g.L™" de
carvao ativado.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Kareem et al. (2011), que
observaram aumento na atividade especifica de glicoamilase com o respectivo aumento da
concentracdo de carvao até 3% (m/v), diminuindo em concentra¢cdes maiores do composto.
Poletto et al. (2015a) observaram que a utilizagcdo de carvdo ativado em extratos brutos
provenientes de Aspergillus niger promoveu uma diminui¢do na concentra¢do de proteinas
sollveis totais, porém, sem efeito representativo sobre a atividade de pectinases totais
presentes no extrato obtido em cultivo solido. Ja Silva et al. (2007) observaram perda de 16%

na atividade de uma exo-poligalacturonase presente em um extrato pectinolitico apds seu
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tratamento utilizando 40 g.L™ de caolin (um argilo-mineral), porém com remocéo de 71% das
proteinas totais, resultado contrario ao observado no presente estudo com relacdo a atividade
enzimatica.

Os dados referentes ao pH, a descoloracdo e a turbidez dos extratos enzimaticos apos o
tratamento com carvao ativado estdo apresentados na Figura 8. Com relacdo a variacéo do pH
(Figura 8a), é possivel observar que, com 0 aumento da concentracdo de carvéao ativado e do
tempo de reacdo, ocorreu também um aumento nos valores de pH, variando entre 6,6 e 7,5,
estando acima do pH o6timo da enzima, geralmente estimado ente 4 e 5 (Schliephake et al.,
2000; Zhao et al., 2012; Manavalan et al., 2013).
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Figura 8. Variacdo do pH (a), absorbancia (b) e turbidez (c) em funcéo do tempo durante tratamentos
com carvao ativado de um extrato enzimatico bruto produzido por Pleurotus sajor-caju PS-2001 em
processo submerso. (m) 2 gL, (A)5g L™ (¥)10gL™, ()20 gL™ ()30 gL™, (0)40 gL, (A) 50
gLt (V)60g.L?, (0) 70g.L™, (0) 80 g.L™, (x) 90 g.L™" e (1) 100 g.L™ de carvéo ativado.

Os niveis de absorbancia (Figura 8b) apresentaram tendéncia a diminuir com o
aumento da concentracdo de carvao ativado, sendo as maiores quedas observadas em presenca
de 50 e 80 g.L™ de carvéo ativado, ambos apresentando cerca de 32% de remoc&o de cor em
relacdo ao extrato bruto, apés 120 e 60 minutos de reacdo, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Nakkeeran et al. (2010), que constataram que a reducéo

de cor de um extrato enzimatico de Aspergillus carbonarius aumentou gradualmente em
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maiores concentracdes de carvio ativado, chegando a 83% na presenca de 5 g.L™ do mesmo.
Poletto et al. (2015a) também relataram diminuicdo da absorbancia do extrato enzimatico
bruto de A. niger pela adicdo de carvéo ativado.

Com relacdo a turbidez (Figura 8c), concentracbes de carvao ativado superiores a
70 g.L™, bem como a concentracdo de 2 g.L*, proporcionaram aumento na turbidez das
amostras em determinados tempos avaliados, atingindo, ap6s quinze minutos de reacdo, pico
de 228 NTU (Nephelometric Turbidity Unit - unidade nefelométrica de turbidez). Para as
demais concentraces, foi observada uma leve queda na turbidez, permanecendo em torno de
65 NTU ao longo do periodo de tempo avaliado em todos os testes, resultando em reducgéo de
aproximadamente 22% na turbidez. Estes resultados foram inferiores aos observados por
Kareem et al. (2011), que obtiveram reducdo de cerca de 90% da turbidez de amostras
contendo glicoamilase apés adicdo de 3% (m/v) de carvéo ativado.

Em altas concentra¢Ges de carvao ativado, foi possivel obter um maior acréscimo na
atividade de lacases. Entretanto, esse fato s6 foi observado quando utilizados grandes
volumes, o que, visando um processo industrial, acarretaria em grandes quantidades de
residuos gerados e em elevados gastos em energia. Adicionalmente, houve um aumento do pH
em concentracdes e tempos elevados, sugerindo que, se o teste fosse prolongado, ocorreria um
aumento ainda maior do pH, podendo ocasionar a desnaturacdo da enzima devido a
alcalinidade do meio. Portanto, optou-se pela concentragdo de 5 g.L™ e pelo tempo de reacéo
de 15 minutos para a sequéncia deste trabalho, cujo resumo dos resultados esta apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados obtidos com a utilizagdo de 5 g.L™" de carvdo ativado (CA) durante quinze
minutos sobre o extrato enzimatico bruto produzido por Pleurotus sajor-caju PS-2001.

Lacases Proteinas  Aividade Fator de Remocdo  Turbidez

Condicao 1 totais especifica e
(U.mL™) (mg.mL™) (U.mg) purificagdo de cor (%) (NTU)
Extrato Bruto 25,9 0,422 61,37 - - 83,8
59.L"CA 39,5 0,371 106,5 1,73 11,2 61,2

Como é possivel observar na Tabela 1, as condic¢Ges utilizadas resultaram em um
aumento acentuado na atividade especifica, alcancando um fator de purificagédo satisfatorio da
enzima, uma vez que sua possivel utilizacdo futura ndo necessitaria de uma pureza elevada.
Também foram observados bons niveis de remogdo de cor e de turbidez do extrato

enzimatico.
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43 AVALIACAO DO PRE-TRATAMENTO DO EXTRATO~ENZIMATICO DE
LACASES UTILIZANDO MEMBRANA DE MICROFILTRACAO

O processo de microfiltracdo é utilizado para retirar solidos suspensos e moléculas de
grande massa molecular do extrato a ser tratado, permitindo que o processo de formacdo de
fouling (deposicdo de residuos e moléculas sobre a membrana, que resulta na obstrugdo de
seus poros) seja reduzido na etapa de ultrafiltracdo. A fim de utilizar a microfiltragdo como
um pré-tratamento, primeiramente, foram realizados testes de avaliacdo e caracterizacdo da
membrana, sendo, posteriormente, testadas diferentes pressdes de operacdo para o sistema de

microfiltracdo utilizando o extrato enzimatico.

4.3.1 Caracterizacdo da membrana de microfiltracao

A membrana foi caracterizada por meio de trés etapas de testes de microfiltracdo, que
compreendem a compactacdo, a permeabilidade a agua e a permeabilidade ao extrato
proveniente das fermentages.

Para o teste de compactacdo da membrana, agua foi circulada através da mesma em
temperatura ambiente sob pressdo de 4 bar, a maxima pressdo de operacdo especificada pelo
fabricante, com medicdo do volume de permeado a cada dez minutos. A prévia compactacdo
da membrana é importante para evitar que a compactacao do poros ocorra durante 0 processo
em si, causando queda no fluxo de permeado. No presente trabalho, a agua foi circulada pelo
periodo de 3,5 horas, tempo no qual foi atingido fluxo de permeado constante, em torno de
45 L.m™2.h™. Este fluxo foi 95% inferior ao fluxo inicial medido quando a membrana estava
sem compressao, apresentando uma queda de fluxo ainda mais acentuada que a observada por
Diel (2010), com queda de 40% do fluxo inicial, comprovando que, efetivamente, ocorreu a
compactacdo dos poros da membrana. O perfil de compactacdo da membrana de MF esta

apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Compactagdo da membrana de microfiltragdo sob a presséo de operacéao de 4 bar.

Os testes de permeabilidade consistem na passagem de agua (permeabilidade
hidraulica) e do caldo fermentado (permeabilidade ao caldo) através da membrana, sob
diferentes pressdes de operacdo. Segundo Diel (2010), é importante determinar a
permeabilidade de uma membrana para poder avaliar o comportamento de seu fluxo de
permeado sob diferentes pressdes. No presente estudo foram utilizadas as pressdes de
operacdo de 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 e 4 bar. Ambos os testes foram realizados em
temperatura ambiente e 0s volumes de permeado referentes a cada pressao foram mensurados
apos dez minutos, para posterior calculo do fluxo de permeado.

A permeabilidade de uma membrana pode ser determinada pela inclinacdo da reta
obtida através dos pontos referentes ao fluxo nas diferentes pressbes testadas. A
permeabilidade hidraulica observada para a membrana de MF foi de 194 L.m?.h™.bar?, sendo
inferior & informada pelo fabricante, de 259,6 L.m?h™.bar?, possivelmente devido a
diferencas nas condi¢bes ambientais (temperatura) e no equipamento utilizado (bombas e
mangueiras) para o desenvolvimento dos testes, o que pode resultar em diferentes perdas de
carga. Foi possivel observar, também, que a permeabilidade hidraulica aumenta linearmente
de acordo com a pressdo, fato também observado por Diel (2010).

A permeabilidade da membrana ao caldo foi de 8,9 L.m™?.h™:.bar” e também aumentou
linearmente em relacdo a pressao aplicada. Entretanto, seu valor foi bem inferior ao observado
para a 4gua, 0 que ja era esperado, devido as caracteristicas do caldo fermentado, que possui
solidos em suspensdo e diversas moléculas de elevada massa molar, possuindo, também, uma
viscosidade superior a da dgua, sendo as mesmas de 1,7 e 1,12 cp, respectivamente. Na Figura
10, estdo apresentados os dados obtidos para a permeabilidade hidraulica (a) e ao caldo (b) da

membrana de microfiltracao.
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Figura 10. Testes de permeabilidade hidraulica (a) e permeabilidade ao caldo (b) da membrana de
microfiltracdo sob diversas pressdes de operacéo.

4.3.2 Determinacgdo da pressao de operagdo para membrana de microfiltracéo

Apés a caraterizacdo da membrana, foram realizados testes em diferentes pressées de
operacdo utilizando o extrato enzimatico, a fim de determinar qual a mais indicada para o
processo de pré-tratamento das lacases. Para os testes, foi utilizado um fator de concentracéo
volumeétrico de dez vezes o volume inicial do caldo (dois litros), resultando em um volume de
permeado de 1,8 litros, e ao final do processo, foram mensurados a atividade de lacases, 0s
niveis de proteinas e o percentual de descoloracdo do extrato. Na Tabela 2, estdo apresentados

0s principais resultados obtidos na corrente de permeado durante o processo de microfiltragéo.

Tabela 2. Principais resultados obtidos na corrente de permeado apds processo de microfiltragdo (MF)
em membrana polimérica sob diferentes pressdes de operacao.

Presséo Lac Proteinas AE Recuperagdo FCA FP Remocéo Fluxo
(bar) (UmL?)  (mg.mL?)  (U.mg?) (%) decor (%) (L.mZh?)
- 23,46 0,827 28,36 - - - - -
0,5 25,93 0,606 42,79 99,47 1,10 151 61,04 21,90
1,0 13,58 0,649 20,92 52,11 0,58 0,74 52,51 28,20
15 12,35 0,646 19,11 47,37 0,52 0,67 53,94 32,40
2,0 14,82 0,633 23,41 56,84 0,63 0,82 56,58 37,80
2,5 23,46 0,667 35,17 90,00 1,00 1,24 51,20 40,20
3,0 19,75 0,612 32,27 75,79 0,84 1,14 61,98 43,80
3,5 16,05 0,694 23,12 61,58 0,68 0,81 52,93 48,60

Legenda: Lac (atividade de lacases); AE (atividade especifica); FCA (fator de concentracdo de atividade); FP
(fator de purificacéo).
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A partir dos resultados apresentados, foi possivel observar que as pressdes de 0,5 e
2,5 bar mostraram valores superiores para todos os parametros avaliados, exceto remocdo de
proteinas, onde a pressdo de 2,5 bar apresentou uma menor remocao. A atividade de lacases
nestas pressdes foi superior a apresentada no extrato bruto, mesmo que ndo tenha sido
atingido 100% do percentual de recuperacdo. Isso se deve, possivelmente, a retirada de
substancias inibitdrias presentes no extrato, o que possibilitou um aumento na atividade
enzimatica, o que esta de acordo com Charcosset (2006), que sugere que 0 processo de
microfiltracdo pode remover polissacarideos, sélidos suspensos e outras substancias presentes
na suspencdo liquida.

Essas pressdes também proporcionaram os maiores fatores de purificacdo, de 1,51 e
1,24 vezes, bem como os maiores fatores de concentracdo enzimatica. Estes resultados foram
semelhantes aos observados por Poletto et al. (2015b), que obtiveram 94% de recuperacao de
enzimas pectinoliticas, com fator de purificacdo de 1,23 vezes. J& Songulashvili et al. (2016)
apresentaram uma perda de apenas 2,6% na atividade de lacases ao utilizar processo de
microfiltracdo como pré-tratamento a fim de evitar incrustacbes na membrana de
ultrafiltracdo. Enzimas amiloliticas de A. niger foram microfiltradas utilizando membrana
plana com 0,4 um de poro, resultando em um aumento de cerca de 38% na atividade
enzimatica, possivelmente devido & eliminacdo de moléculas de baixa massa molecular,
responsaveis pela inibicdo da atividade enzimética, também apresentando aumento na
atividade especifica destas enzimas (Rodrigues et al., 2017). Quanto ao fluxo de permeado,
ocorreu incremento conforme 0 aumento da pressao, sendo que a pressdo de 2,5 bar resultou
em um fluxo duas vezes superior ao obtido para a pressao de 0,5 bar.

A fim de verificar as perdas da corrente de permeado, a corrente de concentrado
também foi avaliada, sendo constatada a presenca de lacases e proteinas; porém, ao realizar-se
um balango de massa global, tanto a soma da atividade total de lacases quanto do total de
proteinas presentes nas duas correntes ndo foram iguais ao extrato bruto, conforme

apresentado na Figura 11.



60

80000 1500

(b)

500

Atividade total lacases (U)
S
o
o
o
o
Proteinas totais (g)

05 10 15 20 25 30 35 05 10 15 20 25 30 35
Presséo (bar) Presséo (bar)

Figura 11. Atividade total de lacases (a) e total de proteinas (b) presentes no extrato inicial bruto (1),
permeado (P) e concentrado (C) em processo de microfiltragdo em membrana polimérica em
diferentes pressdes de operacéo.

Para a atividade de lacases, 0 uso das pressdes de 0,5 e 2,5 bar resultou em um valor
superior na soma de permeado e de concentrado quando comparado ao extrato inicial bruto.
Conforme ja mencionado, isso pode ter ocorrido devido a retirada de substancias inibitorias
na corrente de permeado, influenciada por estas pressfes, 0 que ocasionou elevagdo nas
atividades enzimaticas. Ja para as proteinas, todas as condicOes testadas apresentaram soma
inferior ao total presente no extrato bruto. A fim de elucidar os motivos que ocasionaram estas
perdas, a agua de enxague da membrana também foi analisada, constatando-se a presenca de
lacases e proteinas. Diante deste fato, é provavel que as perdas tenham ocorrido devido a sua
retencdo sobre a superficie da membrana e entre seus poros, acarretando na formacdo de
fouling. Fato semelhante foi observado por Bryjak & Rekué (2010), que constataram a
presenca de uma elevada quantidade de substancias na agua de lavagem da membrana, ap6s
uma concentracdo de cerca de 27 vezes de um extrato enzimético de lacases, sendo os
resultados similares aos observados na corrente de concentrado.

Outro fator que pode ter acarretado na perda de atividade enzimatica e de proteinas é a
desnaturacdo decorrente da pressdo. Gottschalk et al. (2008) ressaltaram a importancia da
pressdo e de forgas de cisalhamento na desnaturacdo enzimatica, relatando que a utilizacao de
pressdes mais baixas resultou em menores perdas na atividade de LiP, bem como um melhor
rendimento, quando comparada a pressdes mais elevadas. Diante dos resultados obtidos neste
trabalho para as pressdes de 0,5 e 2,5 bar, tanto em relacdo a recuperacgéo de lacases quanto ao
fluxo, optou-se pela utilizacdo da pressao de 2,5 bar nas etapas subsequentes, uma vez que 0
fluxo desta pressdo foi superior, reduzindo, assim, o tempo de processo. Entretanto, testes
adicionais devem ser realizados futuramente a fim de confirmar os resultados observados para

estas pressdes, visando verificar se sdo, de fato, as mais indicadas para o processo de pré-
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tratamento do extrato de enzimético de lacases por microfiltracdo, tendo em vista que a
modificacdo de alguns parametros, como a viscosidade e a composigédo do extrato utilizado, o
tipo de membrana e alteracbes na montagem do sistema, por exemplo, podem alterar 0s

resultados do processo.

4.4 AVALIACAO DA PRESSAO A SER UTILIZADA NA CONCENTRACAO DE
LACASES POR MEIO DE ULTRAFILTRACAO

A ultrafiltracdo é um processo de concentracdo de substancias que vem sendo cada vez
mais utilizado, devido ao seu sucesso na consecucdo dos seus objetivos, o que estimulou o
emprego desta técnica neste trabalho. Com o intuito de avaliar qual a melhor pressdo a ser
utilizada neste processo, primeiramente, foram realizados testes de avaliagdo e caracterizagao
da membrana. Posteriormente, foram testadas diferentes pressdes de operacao para o sistema,

utilizando o extrato enzimatico.

4.4.1 Caracterizagdo da membrana de ultrafiltracio

A membrana de ultrafiltracdo também foi caracterizada por meio de trés testes, sendo
0s mesmos utilizados para a membrana de microfiltracdo: compactacdo, permeabilidade
hidraulica e a permeabilidade ao extrato enzimatico.

Para o teste de compactacdo da membrana, foi utilizado o mesmo procedimento
aplicado para a microfiltracdo, circulando &gua através da membrana, em temperatura
ambiente, sob pressao de 4 bar, com medicdo do volume de permeado a cada dez minutos. A
agua foi circulada pelo periodo de trés horas, tempo no qual foi atingido fluxo de permeado
constante, em torno de 9 L.m?.h™, sendo 92% inferior ao fluxo inicial mensurado, conforme
pode ser observado na Figura 12. Este tempo de compactacao foi superior ao observado para a
membrana de microfiltracdo, isto porque, segundo Diel (2010), os tempos de compactagéo séo
especificos para cada membrana, relacionando-se com a estrutura e tamanho dos poros, sendo

gue guanto maiores 0s poros, menor o tempo de compactacao.
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Figura 12. Compactacdo da membrana de ultrafiltracio sob a pressdo de operacéo de 4 bar.

Para os testes de permeabilidade, foram utilizadas as mesmas pressdes de operacao
dos testes de microfiltracdo: 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5 e 4 bar. Ambos os testes foram
realizados em temperatura ambiente e os volumes de permeado referentes a cada pressao
foram mensurados ap6s dez minutos, para posterior céalculo do fluxo de permeado. A
permeabilidade hidraulica observada para a membrana de UF foi de 37,24 L.m2.h*.bar?,
sendo que ndo ha informacdes do fabricante quanto a permeabilidade nominal da membrana.
J4 a permeabilidade ao caldo foi de 3,83 L.m?h™.bar?, também inferior & observada para a
agua, devido a presenca de solidos suspensos e moléculas de elevada massa molar, uma vez
que para o teste foi utilizado o extrato bruto. Na Figura 13, estdo apresentados os dados
obtidos para a permeabilidade hidraulica (a) e ao caldo (b) da membrana de ultrafiltracdo,
onde € possivel observar que, para o extrato enzimético, o aumento no fluxo nao foi linear em
relacdo ao aumento da pressdo, tendo sido bastante inferior ao fluxo de &gua. Resultados
semelhantes foram observados por Todero et al. (2015), que também avaliaram quedas

drésticas do fluxo de permeado de extrato enzimatico quando comparado aos testes com agua.
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Figura 13. Testes de permeabilidade hidraulica (a) e permeabilidade ao caldo (b) da membrana de
ultrafiltracéo sob diferentes pressfes de operag&o.

4.4.2 Determinacdo da pressdo de operagdo para membrana de ultrafiltracio

A fim de determinar a melhor pressdo de operacdo para a membrana de UF, também
foram realizados testes sob diferentes pressdes, utilizando-se as mesmas aplicadas a
membrana de MF. Para tanto, novamente, foram utilizados 2 L do extrato enzimético bruto
para cada uma das condic¢des testadas, com fator de concentracdo de dez vezes do volume
inicial do caldo e volume final de concentrado de 200 mL. Ao final do processo, foram
mensurados a atividade de lacases e 0s niveis de proteinas sollveis totais. Na Tabela 3 estdo
apresentados os resultados obtidos durante o processo de ultrafiltracdo nas diferentes pressoes
testadas.

Tabela 3. Principais resultados obtidos na corrente de concentrado apds processo de ultrafiltragdo em
membrana polimérica sob diferentes presses de operagdo.

Presséo Lac Proteinas AE Recuperacéo FCA FP Fluxo

(bar) (UmLY  (mgmL?) (Umg?) (%) (L.m2h™
- 32,10 0,639 50,23 - - - -

0,5 370,37 1,440 257,20 115,38 11,53 5,12 19,80
1,0 358,03 1,490 244,22 111,54 11.15 4,86 27,60
15 345,68 1,466 235,80 107,69 10,77 4,69 33,00
2,0 370,37 1,416 261,56 115,38 11,54 5,20 35,10
2,5 419,75 1,369 306,61 130,77 13,07 6,10 36,00
3,0 382,72 1,376 278,14 119,23 11,92 5,54 36,00
3,5 419,75 1,419 295,80 130,77 13,07 5,89 35,10

Legenda: Lac (atividade de lacases); AE (atividade especifica); FCA (fator de concentracdo de atividade); FP
(fator de purificacéo).
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A atividade de lacases apresentou-se superior em relacdo ao extrato bruto para todas as
condigdes testadas, como era esperado, com fatores de concentracdo de atividade variando
entre 10 e 13 vezes. A atividade especifica também foi elevada, com destaque para a pressdo
de 2,5 bar, que também apresentou o maior fator de purificacdo (6,10) e o maior percentual de
recuperacdo de lacases, cerca de 130%, juntamente com a pressao de 3,5 bar.

Ao analisar-se a corrente de permeado, ndo foi constatada a presenca de lacases,
porém, a atividade presente na corrente de concentrado foi superior a presente na alimentacéo
(Figura 14). Novamente, supfe-se que isso ocorra devido a retirada de algum agente
inibitério, de massa molecular inferior a enzimatica, o que resulta em percentuais de
recuperacdo de lacases superiores a 100%. Esta hipdtese corrobora os resultados obtidos por
Bryjak & Reku¢ (2010), que constataram que a utilizacdo de uma membrana de ultrafiltracéo
com diametro de poro de 0,22 um permitiu a passagem para a corrente de permeado de
diversas substancias presentes na alimentacdo. A corrente de permeado também mostrou a
presenca de proteinas e, em relacdo a sua soma em ambas as correntes, a mesma foi inferior
ao total da alimentacdo, sendo que novamente a agua de lavagem foi analisada, constatando-
se a presenca de lacases e proteinas. Estes resultados implicam que, conforme ocorrido com a
membrana de microfiltragdo, houve formacéo de fouling e concentracéo por polarizacédo sobre
a superficie da membrana, ocasionando a perda de proteinas. Neste caso, também, deve-se
ressaltar a possivel perda por desnaturacdo. lyer & Ananthanarayan (2008) relataram que a
desestabilizacdo induzida pela pressdo € um fenbmeno importante, porém pouco
compreendido, sendo um potencial desnaturante devido aos seus efeitos sobre as interacGes
moleculares individuais das proteinas, incluindo interages hidrofobicas, eletrostaticas e
forcas de van der Waals.
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Figura 14. Atividade total de lacases (a) e total de proteinas (b) presentes no extrato inicial bruto (I),
permeado (P) e concentrado (C) em processo de ultrafiltracdo em membrana polimérica em diferentes
pressdes de operacao.
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Para dar prosseguimento ao presente estudo, a pressdo de 2,5 bar foi escolhida em
detrimento a de 3,5 bar, considerando os resultados satisfatérios, o fluxo de permeado
superior e a possivel desnaturacdo que pode ser causada pela utilizacdo de pressdes elevadas
ao longo do tempo. Entretanto, conforme ja citado para microfiltracdo, a realizacdo de testes
adicionais sera de grande importancia para confirmar que estas pressfes sao as mais indicadas
para a concentracao de lacases por ultrafiltracdo, devido as possiveis variagdes de parametros,
conforme ja mencionado, que podem ocorrer tanto para o extrato enzimatico quanto para o

processo de separacdo por membranas e interferir definitivamente nos resultados.

45 DEFINICAO DO PROTOCOLO A SER UTILIZADO NA CONCENTRACAO DE
LACASES

Ap6s definir a melhor concentracéo de carvdo ativado (5 g.L™), bem como a melhor
pressdo de operacdo para as membranas de MF e UF (2,5 bar), a proxima etapa do trabalho foi
definir o melhor protocolo para a concentracdo das lacases. Nesta etapa, foram testados quatro
diferentes protocolos: Protocolo 1, nenhum pré-tratamento antes da UF; Protocolo 2, pré-
tratamento por carvdo ativado (CA) antes da UF; Protocolo 3, pré-tratamento com MF, antes
da UF; Protocolo 4, pré-tratamentos com CA e MF antes da UF. O volume de extrato
utilizado em cada ensaio foi de dois litros, com fator de concentracdo volumétrico de dez

vezes, sendo os resultados discutidos a seguir.

4.5.1 Influéncia dos protocolos de concentracédo no fluxo de permeado

O termo fouling é utilizado para explicar a perda de fluxo durante um determinado
processo de filtragdo por membrana, sendo caracterizado pela deposicao de substancias sobre
a sua superficie, ndo permitindo que o fluxo seja recuperado pela alteracdo de parametros do
processo, diferentemente da polarizacdo por concentracdo, onde alteracbes na vazao e na
pressdo, entre outros fatores, acarretam na recuperacdo do fluxo mesmo durante o processo
(Mulder, 1995). Andlises do fluxo de permeado para ambas as membranas, durante a
permeacao de extrato enzimatico e de 4gua pura, mostraram que, além da resisténcia oferecida
pela propria membrana, ha a formacdo de uma nova resisténcia, o que causou a diminui¢do do
fluxo de permeado. Esta resisténcia também foi observada por Poletto (2015) e pode estar

relacionada com a formacéo de fouling e/ou polarizacdo por concentracdo sobre a superficie
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da membrana. Estes resultados fortalecem ainda mais a suspeita da formacao de fouling sobre
a superficie das membranas, o que j& havia sido sugerido pela presenga de proteinas e enzimas
na agua de lavagem durante os testes anteriores de MF e UF, que possivelmente foram
removidas durante o enxague.

Os resultados obtidos para os fluxos de permeado e a recuperacdo do mesmo apos a
limpeza da membrana s&o apresentados na Tabela 4. As redugdes no fluxo de permeado do
extrato enzimatico para a membrana de MF foram de aproximadamente 67 e 74%, para 0sS
Protocolos 3 e 4, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados por Todero et
al. (2015), com reducéo de até 68% nos ensaios realizados com extrato enziméatico devido a
formacdo de fouling sobre a superficie das membranas. J& para a membrana de UF, a maior
reducdo no fluxo foi observada no Protocolo 1, com cerca de 53%, possivelmente devido a
maior presenca de solidos suspensos e moléculas de elevada massa molecular presentes no
extrato, que ndo foi submetido a nenhum pré-tratamento.

Os dados também mostram que a utilizacdo de MF como pré-tratamento Unico foi
mais benéfica que a utilizacdo de carvao ativado, quando analisado o fluxo de permeado,
conforme evidenciado pelo fluxo superior para UF obtido no Protocolo 3 em relacdo ao
Protocolo 2 (cerca de 24 e 21 L.m2h™, respectivamente). Entretanto, a utilizacdo dos dois
pré-tratamentos em conjunto resultou no fluxo mais elevado, sendo superior a 27 L. m2.h™.,
Estes resultados estdo de acordo com Poletto et al. (2015a), que também verificaram o efeito
positivo da utilizacdo de CA e MF como pré-tratamentos na concentracao de pectinases sobre

o fluxo de permeado.

Tabela 4. Valores de fluxo de permeado e recuperacdo de fluxo para as membranas de ultrafiltragdo e
microfiltracdo durante a aplicacdo dos diferentes protocolos de concentragdo do extrato enzimatico de
Pleurotus sajor-caju PS-2001.

Protocolo Etapa J‘ﬁl 1 J_E 1 ‘]‘f‘f 1 J\T 1 Re
(L.m=h™) (Lm*“h™) (Lm*“h™) (Lm*“h™) (%)

1 UF 42,90 20,11 25,44 38,72 90

2 UF 38,72 21,45 23,09 37,39 97
MF 470,15 153,66 271,55 583,33 124

3 UF 39,65 24,06 28,48 39,19 99
MF 583,33 150,86 265,15 514,71 88

) UF 39,27 27,69 28,74 39,68 101

Legenda: Jw; — fluxo de agua pura inicial; Jg — fluxo de extrato enzimatico; Jw, — fluxo de agua apds o
caldo; Jws; — fluxo dedgua apés a limpeza; Rg — recuperacéo de fluxo.
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Apobs a passagem do extrato enzimético, &gua foi circulada pela membrana sob a
mesma pressdo de operagdo e o fluxo foi novamente medido, constatando-se reducdes no
mesmo quando comparados ao fluxo de agua pura inicial, devido a incrustacdo sobre a
superficie da membrana. Para a membrana de MF, a reducdo mais dréastica foi observada para
0 Protocolo 4, com 54,5% de queda no fluxo, enquanto que para a membrana de UF, as
maiores quedas foram apresentada nos Protocolos 1 e 2, com cerca de 40%. A fim de remover
as incrustacbes depositadas sobre sua superficie, a membrana foi submetida a limpeza
utilizando NaOH. A circulacdo de solucGes acidas, causticas e surfactantes através do sistema
de filtracdo por membranas séo procedimentos padréo utilizados na sua limpeza (Gottschalk
et al., 2008). Assim, ap0s a limpeza, o fluxo foi novamente medido e a recuperacédo (Rg) foi,
entdo, calculada, sendo apresentada na Tabela 4.

A menor recuperacdo de fluxo observada foi para a membrana de MF, durante sua
utilizacdo no Protocolo 4, com 88%, sugerindo que parte do fouling formado durante o
Protocolo 4 foi irreversivel, uma vez que, para o protocolo 3, a mesma apresentou 0 maior
percentual de recuperacdo observado, com 124%. Para a membrana de UF, todos o0s
percentuais de recuperacao foram considerados satisfatorios, estando situados entre 90 e
101%, sendo o menor resultado observado para o Protocolo 1, novamente devido a maior
presenca de impurezas neste extrato, o que pode ter causado a aderéncia permanente de certas
substancias sobre a superficie da membrana. A utilizacdo de NaOH também foi considerada
eficiente para o processo de limpeza de membranas por Poletto (2015) e por Gottschalk et al.
(2008), que obtiveram resultados muito semelhantes aos deste trabalho, com recuperacdo de

93% de seu fluxo inicial.

A formac&o de fouling sobre a superficie da membrana é um dos fatores limitantes dos
processos de separacdo por membranas e, por isso, a queda de fluxo de permeado deve ser
considerada para a escolha da melhor forma de operacéo (Diel, 2010; Forest, 2014). Diante
disso, os protocolos que apresentaram menor fouling e que se mostraram mais eficientes

quanto ao fluxo de permeado foram 3 e 4.
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4.5.2 Influéncia dos protocolos na concentracdo de lacases e de proteinas durante a
ultrafiltracdo

A Tabela 5 apresenta os efeitos da aplicacdo dos diferentes protocolos testados para a
concentracdo do extrato enzimatico de lacases, constando um resumo com 0s principais

resultados observados em cada uma das etapas realizadas.

Tabela 5. Resumo dos principais resultados obtidos para os diferentes protocolos aplicados na
concentracdo de lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001.

Protocolo 1
Etapa \Y Lacases Proteinas AE Recuperagdo FCA FP Fluxo Tempo
(mL) (U.mL™ (mg.mL%) (U.mg™?) (%) (L.m2h? (h)
EB 2000 50,62 0,651 77,76 - - - - -
UF 200 716,05 1,344 532,78 141,46 14.15 6,85 20,11 0,497
Protocolo 2
Etapa \Y Lacases Proteinas AE Recuperacdo FCA FP Fluxo Tempo
(mL) (U.mL™) (mg.mL™) (U.mg™?) (%) (L.m2h?) ()
EB 2000 50,62 0,651 77,76 - - - - -
CA 2000 56,79 0,671 84,63 112,20 1,12 1,09 - 0,250
UF 200 619,753 1,168 530,61 122,44 12,24 6,82 21,45 0,466
Protocolo 3
Etapa \Y Lacases Proteinas AE Recuperagdo FCA FP Fluxo Tempo
(mL) (U.mL™) (mg.mL™) (U.mg™?) (%) (L.m2h?) (h)
EB 2000 50,62 0,651 77,76 - - - - -
MF 1800 69,14 0,533 129,72 122,93 1,36 1,66 153,66 0,065
UF 180 617,28 0,862 716,10 109,76 12,19 9,21 24,06 0,416
Protocolo 4
Etapa \Y Lacases Proteinas AE Recuperagdo FCA FP Fluxo Tempo
(mL)  (UmLY)  (mgmL?y (Umg?) (%) (L.m?h™ (h)
EB 2000 50,62 0,651 77,76 - - - - -
CA 2000 66,67 0,674 98,92 131,71 1,32 1,27 - 0,250
MF 1800 44,44 0,609 72,97 79,02 0,88 0,93 150,86 0,066
UF 180 617,28 1,029 599,88 109,76 12,19 7,71 27,69 0,361

Legenda: EB - extrato bruto; CA - carvdo ativado; MF — microfiltracdo; UF - ultrafiltracdo; Lac - lacases; AE -
atividade especifica; FCA - fator de concentracéo de atividade; FP - fator de purificacéo.

Todos os protocolos testados resultaram em aumento de atividade de lacases, quando
comparadas ao extrato bruto, conforme esperado. O Protocolo 1 apresentou o maior fator de
concentracdo de atividade, aumentando 14,15 vezes, enquanto que, nos demais protocolos,

essa concentracédo foi de cerca de 12 vezes. Estes resultados sé@o inferiores aos observados por
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Poletto et al. (2015a), que alcancaram fatores de concentracdo de atividade de pectinases de
até 18 vezes usando carvao ativado e microfiltracdo como pré-tratamentos.

Quanto aos fatores de purificacdo, o mais elevado foi obtido utilizando-se o Protocolo
3, atingindo 9,21 vezes. A utilizacdo somente de UF, apesar de conferir bons niveis de
concentracdo de atividade, resultou em baixa purificacdo (6,85 vezes), isso porque a
ultrafiltracdo é considerada um método de baixa resolugdo, uma vez que se baseia na rejeicdo
de moléculas apenas por sua massa molecular (Poletto et al., 2015b). Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos em outros trabalhos, que utilizaram membranas para concentracdo de
enzimas, onde foram obtidos resultados de purificacdo de 5,14 vezes (Nakkeeran et al., 2008),
7 vezes (Silva et al., 2007) e 4,07 vezes (Poletto et al., 2015b). Entretanto, o grau de
purificacdo desejado na solucdo depende da aplicacdo da mesma e uma vez que a utilizacéo
de lacases no tratamento de efluentes ou na industria téxtil ndo necessita de purificacdo, os
baixos fatores de purificagdo apresentam importancia relativamente baixa.

A atividade especifica de lacases apresentou consideravel aumento ap6s o0s
tratamentos com microfiltracdo e ultrafiltracdo, que resultaram em elevada remocdo de
proteinas, sendo os resultados condizentes aos obtidos por Poletto et al. (2015a; 2015b),
utilizando os mesmos pré-tratamentos. A analise dos permeados revelou a presenca de
proteinas, em maior concentracdo do que no concentrado, porém seu balan¢o de massa global
novamente ndo atingiu a totalidade de proteinas presentes no extrato inicial. Esta perda,
provavelmente, esta relacionada a retencdo de proteinas na superficie da membrana. Os
resultados obtidos com relacdo a presenca de proteinas totais em todas as solucdes estdo

apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Total de proteinas presentes no extrato inicial bruto (), extrato pré-tratado com carvao
ativado (CA), permeado da microfiltracdo (PMF), permeado da ultrafiltracdo (PUF), concentrado da
microfiltracdo (CMF) e concentrado da ultrafiltracio (CUF) na aplicacdo dos protocolos de
concentracdo do extrato enzimatico de Pleurotus sajor-caju PS-2001.
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ApoOs a andlise de todos os dados obtidos durante a aplicacdo dos protocolos, o
Protocolo 3 foi escolhido para ser utilizado durante o processo de concentracdo de lacases.
Este protocolo apresentou bom fluxo de permeado, baixa formacdo de fouling, elevado fator
de concentracdo de atividade e fator de purificacdo e atividade especifica satisfatorios, além
de utilizar somente um processo de pré-tratamento, 0 que o0 torna economicamente mais

viavel.

46 CONCENTRACAO E FORMULACAO DO EXTRATO ENZIMATICO DE
LACASES

Com o protocolo definido, o processo de concentracdao de lacases foi iniciado. Foram
descongelados e submetidos ao pré-tratamento sete lotes de extrato bruto, sendo que seis deles
continham 15 litros e o Gltimo 19,9 litros. Os caldos foram submetidos a microfiltracédo até ser
atingido um fator de concentracdo volumétrico de 60 vezes. O resumo dos principais
resultados obtidos esta apresentado na Tabela 6.

A média dos resultados obtidos durante o processo de microfiltragdo foi semelhante
aos resultados observados durante o teste com a pressdo de 2,5 bar, tanto para a recuperacao
quanto para o fator de concentracao de atividade. Entretanto, estes resultados finais, em geral,
foram inferiores aos observados durante o teste do Protocolo 3. Quanto ao fator de purificacéo
de lacases, os resultados alcancados durante o processo de microfiltracdo foram superiores aos
testes realizados anteriormente, utilizando a mesma condicdo, passando de cerca uma vez para
cerca de trés vezes. Fato semelhante foi observado por Poletto (2015), que sugeriu que um dos
fatores responsaveis por estas diferencas é o tempo de processo, que se torna mais longo
devido ao aumento do volume a ser filtrado, o que pode acarretar em uma formacdo de
camada de fouling ainda maior sobre a superficie da membrana. Outros fatores a serem
considerados sdo o fator de concentragdo volumétrico, que passou de 10 para 60 vezes, e as
diferengas na composi¢do do meio dos diferentes lotes utilizados nesta etapa, bem como nas
etapas anteriores, uma vez que 0s extratos sdo provenientes de cultivos realizados com

diferentes modos de operagao e com presenca de diferentes indutores.
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Tabela 6. Resumo dos principais resultados obtidos na corrente de permeado durante o processo de
pré-tratamento por microfiltracdo de lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001.

Lote (\L/) (uﬁl) (rnr;ilsi) (u.Ar\nEgl) Recu(ggagao FeA Fp O Eef)
EB 15 35,80 1,242 28,82 - - - -
1 MF 14,75 56,79 0,561 101,23 155,98 158 3,51 ND
EB 15 13,58 1,380 9,84 - - - -
2 MF 14,75 23,46 0,580 40,45 169,85 1,72 4,11 ND
EB 15 17,28 1,188 14,54 - - - -
3 MF 14,75 18,52 0,424 43,68 105,36 1,07 3 ND
EB 15 80,25 1,162 69,06 - - - -
4 MF 14,75 25,93 0,361 71,83 31,78 0,32 1,04 35,3
EB 15 82,75 1,295 63,90 - - - -
> MF 14,75 71,60 0,409 175,06 85,12 0,86 2,77 31
EB 15 75,31 1,196 62,97 - - - -
° MF 14,75 54,32 0,402 135,12 70,93 0,72 2,14 20,6
EB 19,9 54,32 1,172 46,35 - - - -
! MF 19,56 37,04 0,358 103,46 67,02 0,68 2,23 27,2
Média EB 15,7 51,85 1,234 42,02 - - - -
MF 15,44 45,68 0,358 127,60 86,64 0,88 3,03 10,437

Legenda: EB - extrato bruto; MF — microfiltracdo; V — volume; Lac - lacases; AE - atividade especifica; FCA -
fator de concentracdo de atividade; FP - fator de purificacdo; ND - descoloracdo ndo determinada.

Apds o processo de microfiltracdo, o extrato permeado foi novamente congelado, uma
vez que o pré-tratamento de todo o volume de extrato levou cerca de uma semana para ser
realizado. Estes extratos foram descogelados novamente para 0 processo de concentracdo por
ultrafiltracdo, entretanto, os lotes utilizados para o processo de ultrafiltragdo ndo sdo
necessariamente provenientes do lote de mesmo numero do processo de microfiltracdo. O
processo foi realizado em sete lotes, sendo seis deles de 15 litros e o sétimo de 17,4 litros,
com fator de concentracdo volumétrico de cerca de 60 vezes. Os principais resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 7.

Novamente, os resultados obtidos apresentaram diferengas quando comparados ao
teste do Protocolo 3, realizado sob a mesma condicdo, possivelmente devido aos fatos ja
relatados, como o uso de um volume superior de extrato enzimatico, que pode ter se
depositado sobre a membrana, impedindo que algumas substancias fossem retiradas do
extrato. Este fato pode ser observado mais acentuadamente para a concentracdo por

ultrafiltracdo, onde o fator de purificagéo foi inferior ao observado anteriormente, decaindo de
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cerca de 9,0 para 4,2 vezes, em média, enquanto a recuperacdo e o fator de concentracdo de
atividade aumentaram consideravelmente (109 para 183% e de 12,19 para 102,37 vezes, em
média, respectivamente). Estes resultados s@o superiores aos relatados por Rajeeva & Lele
(2011), que obtiveram 91% de recuperacédo de lacases e fator de concentracdo de duas vezes,
utilizando o processo de ultrafiltracdo para sua concentracdo. Os resultados finais da
concentracdo de lacases, que atingiram atividade de cerca de 3033 U.mL™?, em média, podem
ser considerados satisfatorios quando comparados a algumas lacases comercias, como as
produzidas pela Sigma-Aldrich® a partir de Trametes versicolor, que possuem atividade

variando entre 0,5 e 10 U.mg™ em sua forma liofilizada.

Tabela 7. Resumo dos principais resultados obtidos durante o processo de concentragdo por
ultrafiltracdo de lacases produzidas por Pleurotus sajor-caju PS-2001 e pré-tratadas por
microfiltracao.

Lote L (uﬁ*) (:;tnewlcil) (u.Ar\nEg'l) Recu(ggagao FeA P

EB 15 17,28 1,161 14,88 - - -

1 UF 0,390 2098,76 19,764 106,19 315,7 121,45 7,13
EB 15 29,63 0,923 32,10 - - -
2 UF 0,260 2098,76 21,839 96,10 122,8 70,83 3
EB 15 34,57 1,119 30,90 - - -

3 UF 0,250 3827,16 22,788 167,94 184,5 110,71 5,43
EB 15 32,10 0,847 37,90 - - -

4 UF 0,240 3333,33 23,514 141,76 166,2 103,84 3,74
EB 15 35,80 0,888 40,31 - - -

> UF 0,265 3456,79 23,396 147,75 170,6 96,56 3,34
EB 15 43,21 0,977 44,23 - - -

0 UF 0,285 3333,33 24,789 134,47 146,6 77,14 3,04
EB 17,4 12,35 0,896 13,78 - - -

! UF 0,230 2716,05 28,450 95,47 290,8 219,92 6,93
Média EB 15,34 29,63 0,953 31,09 - - -

UF 0,274 3033,33 23,514 129,00 183 102,37 4,15

Legenda: EB - extrato bruto; UF — filtragdo; V — volume; Lac - lacases; AE - atividade especifica; FCA - fator de
concentracdo de atividade; FP - fator de purificacéo.
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4.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO DE LACASES

ApOs o processo de concentragdo, parte do extrato foi utilizada na producdo de
diferentes formulagbes enzimaticas que foram, posteriormente, submetidas a testes de
estabilidade ao longo do tempo, durante o periodo de um ano. A outra parte do extrato
concentrado foi utilizada para a caracterizacdo das lacases por meio de testes de
termoestabilidade, estabilidade frente ao pH e estabilidade na presenca ions.

A formulacdo que se apresentou mais estavel depois de decorridos nove meses
também foi submetida aos mesmos testes de caracterizacdo, a fim de verificar se os aditivos
utilizados para preservar a estabilidade cinética da enzima também afetam sua estabilidade

conformacional. Os resultados observados séo apresentados e discutidos a seguir.

4.7.1 Estabilidade ao longo do tempo

O tempo de estocagem de uma enzima é de suma importancia para sua
comercializacdo. Uma formulagcdo enzimatica deve ser capaz de manter sua atividade durante
longos periodos de tempo, tornando possivel sua comercializacao e aplicacdo na indudstria. O
glicerol é um poliol conhecido por sua capacidade de remover efetivamente a &gua das
proteinas, mantendo sua estrutura proteica com uma regido superficial minima, auxiliando na
manutencdo da sua estabilidade conformacional (Ban et al., 2017). A fim de aumentar o
tempo de prateleira das lacases concentradas no presente trabalho, foram testadas sete
diferentes concentracGes de glicerol em sua formulagdo, em presenca e auséncia de KCI, nas
temperaturas de 4 e 28°C. Atividades de lacases foram mensuradas semanalmente, durante um
periodo de 52 semanas, expressas em atividade relativa em relacdo ao tempo zero, sendo 0s

resultados obtidos apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Atividade relativa de lacases em formulagfes contendo diferentes concentracdes de
glicerol em funcdo do tempo, sob diferentes condi¢cbes de armazenamento, por um periodo de
52 semanas. (@) 4°C em presenga de KCl, (o) 4°C sem KCI, (A) 28°C em presenga de KCl e (A) 28°C
sem KCI.
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Logo apds a adicdo de glicerol ao extrato concentrado de lacases, foi possivel observar
que houve um incremento na atividade enzimatica, o que sugere que o glicerol favorece a
atividade da enzima. Efeito semelhante também foi observado por Bagewadi et al. (2017)
com lacases de Trichoderma harzianum HZN10, quando glicerol foi adicionado, e por
Kumar et al. (2012), com incremento de cerca de duas vezes na atividade de lacases
purificadas de P. ostreatus quando a concentragdo de glicerol passou de 1 para 10 mmol.L ™.
Rodriguez-Fernandez et al. (2013) sugerem que este efeito de ativacdo ocorre devido a
reorganizacdo das cadeias de peptideos da enzima, bem como devido a estabilizacdo de suas
estruturas terciarias e quaternarias, sendo esse processo € resultado das forcas de interacdo
criadas entre a enzima, o glicerol e a 4gua. No presente trabalho, o aumento foi observado
para todas as concentracdes de glicerol testadas, tanto em presenca quanto em auséncia de
KCI, sendo mantido por longos periodos de tempo em temperatura de 4°C. Entretanto, vale
ressaltar que, mesmo no controle (sem glicerol), ocorreu um aumento na atividade de lacases
ao longo das primeiras semanas, 0 que sugere que 0 proprio processo de concentracao
aumentou a atividade da enzima, possivelmente, ap0s a retirada de compostos inibitérios.

Apesar dos resultados satisfatorios observados para todas as condicdes testadas
mantidas a 4°C, a utilizacdo de 30% (m/v) de glicerol em auséncia de KCI resultou em
atividade relativa mais elevada, com cerca de 105% de atividade ap6s 40 semanas, e 83% da
atividade inicial apds as 52 semanas de estocagem. Resultados positivos para a manutencao
de atividade enzimatica através da utilizacdo de glicerol também foram observados por
Poletto et al. (2015b), que observaram que este mesmo composto foi capaz de preservar a
atividade de pectinases por um periodo de 59 semanas, nas concentracdes de 20 e 40% (m/m),
também na presenga de 2% (m/m) de KCI. J& Ban et al. (2017) observaram que a adicdo de
somente glicerol apresentou efeito negativo sobre a atividade de uma enzima de ramificacdo
de glucano produzida por Geobacillus thermoglucosidasius, tendo sido este efeito revertido
apos a adico de fons K™ e Na" a solugdo, com aumento de 32% na atividade em presenca de
K" e 10% (v/v) de glicerol.

Para a temperatura de 28°C, queda nas atividades relativas de lacases foi observada ja
nas primeiras cinco semanas, sendo mais acentuadas nas concentrac0es inferiores de glicerol,
bem como na concentracdo de 50% (m/v). Para a condi¢do controle (0% de glicerol e
auséncia de KCI), a atividade atingiu niveis ndo detectaveis na quinta semana, enquanto que,
para a concentracdo de 10% (m/v) de glicerol, também em auséncia de KClI, atividade nula foi
observada na décima semana. Ja a condi¢do contendo somente 50% (m/v) de glicerol perdeu

sua atividade ap6s 23 semanas de exposicao a temperatura de 28°C. Apesar de também terem
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apresentado quedas prematuras da atividade, as condi¢des na presenca de KCl em 28°C
perderam completamente sua atividade algumas semanas apos as condi¢fes na auséncia do
sal, ocorrendo na oitava semana para a condicao controle (0% de glicerol e presenca de KCI)
e na vigesima semana em presenca de 10% (m/v) de glicerol. Para todas essas condicdes, a
atividade de lacases permaneceu oscilando proxima a zero até o término do tempo de
estocagem pré-determinado.

Para as demais condi¢fes mantidas a 28°C, atividades residuais foram observadas
mesmo apds as 52 semanas de estocagem, tendo sido obtido o melhor resultado nas
concentragdes de 20, 30 e 40% (m/v) de glicerol, que mantiveram cerca de 15% da atividade
relativa inicial. A perda da atividade a 28°C j& era esperada, uma vez que a exposi¢cdo a esta
temperatura mais elevada por longos periodos de tempo pode causar a inativacdo da enzima,
tal como foi observado. Entretanto, vale ressaltar que a presenca de glicerol e, principalmente,
a combinacéo de glicerol com KClI, retardou esta perda de atividade, possivelmente, devido as
suas propriedades estabilizantes e inibitdrias para o crescimento de diversos microrganismos,
gue poderiam causar a contaminacdo do extrato armazenado. Estes resultados corroboram os
obtidos por Kumar et al. (2012), que constataram a viabilidade da utilizacéo de glicerol para a
preservacao destas enzimas. Contudo, apesar da queda da atividade ap6s algumas semanas,
sua manutencdo nos extratos formulados durante esse periodo de tempo é importante para a
logistica operacional relativa ao transporte dessas enzimas para comercializacdo, permitindo
que sejam transportadas em temperatura ambiente, como ocorre normalmente.

Um resumo dos dados obtidos ap6s 40 semanas, bem como no tempo final, estdo
apresentados na Tabela 8, onde também esta apresentada a andlise estatistica dos dados para
cada concentracgdo de glicerol, a partir da qual foram selecionadas as condicGes (temperatura e
presenca ou auséncia de KCI) estatisticamente superiores de cada concentracdo para a

realizacdo de nova andlise dos dados.



Tabela 8. Atividade relativa de lacases ap6s 40 e 52 semanas de armazenamento em diferentes

concentracdes de glicerol, na presencga ou na auséncia de KCI, em temperaturas de 4°C e 28°C.

Condicéo Atividade relativa de lacases (%0)
Glicerol (m/v) T (°C) KCI (m/v) Semana 40 Semana 52
4 2% 84,92° + 14,35 67,93°+ 11,48
0% - 25,920b + 6,41 22,22: +0,00
28 2% 4,81°+ 0,32 1,20°+ 0,08
- 0,97°+ 0,52 0,33°+ 0,57
4 2% 57,87°+ 11,00 50,00° + 5,56
- 65,47%+ 5,15 52,38%+ 4,12
10% o b b
28 2% 9,04°+ 0,82 9,04° + 0,82
- 7,52°+ 0,45 6,44°+ 0,38
4 2% 95,83%+ 7,21 68,45°+ 5,15
15% - 65,47:’1 5,15 39,28:’1 3,09
28 2% 6,94°+ 0,48 8,10°+ 0,56
- 11,43°+ 0,00 8,57°+ 0,00
4 2% 95,23+ 8,25 79,36° + 6,87
0% - 62,50‘21 0,00 50,0031 0,00
28 2% 23,81di 2,06 15,87°+ 1,37
- 11,43+ 0,00 9,52°+ 9,52
4 2% 83,33+ 0,00 50,00° + 0,00
30% - 105,5651 9,62 83,3321 0,00
28 2% 22,22°+ 0,00 16,67°+ 0,00
- 15,87°+ 1,37 9,529+ 0,82
4 2% 86,667+ 11,54 40,00°+ 0,00
- 82,22%+ 1,92 35,55%+ 3,85
40% o b b
28 2% 27,77°+ 5,99 15,08°+ 1,37
- 10,00°+ 0,00 3,88°+ 0,96
4 2% 75,00° + 0,01 25,00°+ 0,00
£0% - 75,0({*1 0,00 25,0(3:*1 0,00
28 2% 1,67°+ 0,01 1,67°+ 0,01
- 2,00°+ 0,01 0,00°+ 0,00

Legenda: letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa em nivel de significancia de 5%
(p<0,05) para analises em triplicata.

A partir dos resultados obtidos na Tabela 8, as condicdes significativamente superiores
foram, entdo, comparadas entre si, sendo os resultados apresentados na Figura 17. Todas as
condicGes analisadas foram a 4°C e, a partir dos dados, é possivel confirmar que a condigéo de
30% (m/v) de glicerol sem adicdo de KCI é significativamente superior as demais condicdes
testadas, em um intervalo de confianca de 95%, em ambas as semanas, sendo, portanto,
utilizada nos testes de termoestabilidade, estabilidade frente ao pH e em presenca de ions
metalicos, realizados com o extrato formulado. Estes resultados também apontam a
concentracédo de 30% (m/v) de glicerol como a mais indicada para uma formulagdo comercial

da enzima.
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Figura 17. Atividade relativa de lacases das melhores condic¢des selecionadas para a manutencdo da
estabilidade enzimatica ap6s 40 (a) e 52 (b) semanas de armazenamento em diferentes concentragdes
de glicerol, presenca ou auséncia de KCI, na temperatura de 4°C, onde os valores percentuais referem-
se a concentracdo de glicerol em (m/v) e letras diferentes indicam diferenga estatisticamente
significativa em nivel de significancia de 5% (p<0,05), para analises em triplicata.

A fim de verificar o efeito da adicdo de glicerol sobre a estabilidade de outras fenol-
oxidases presentes no extrato, lignina peroxidases (LiP), oxidases do alcool veratrilico
(OAV), manganés peroxidases (MnP) e peroxidases totais também foram quantificadas, com
andlises realizadas a cada doze semanas, bem como na semana 52, sendo os resultados
apresentados na Tabela 9, onde podem ser observados 0s picos de atividade de cada uma das
enzimas, bem como seu respectivo tempo de ocorréncia. Vale ressaltar que essas enzimas
estdo presentes em baixas unidades por volume no extrato utilizado, uma vez que o meio de
cultivo foi otimizado para a producéo de lacases.

A adicdo de glicerol ndo apresentou influéncia sobre a estabilidade de LiP e OAV,
sendo 0s picos méximos de LiP observados no tempo zero (cerca de 0,1 U.mL™), perdendo
completamente sua atividade no decorrer das semana para quase todas as condi¢des testadas.
Ja para OAV, ndo foi detectada atividade da enzima no tempo zero, sendo observados alguns
picos de atividade na temperatura de 28°C para o0 extrato concentrado e em presenca de 10, 40
e 50% (m/v) de glicerol, enquanto que, para a temperatura de 4°C, foram observados picos de

atividade da enzima na presenca de 30 e 50% (m/v) de glicerol, em auséncia de KCI.
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Tabela 9. Picos de atividade observados para as enzimas lignina peroxidase, oxidases do alcool
veratrilico, manganés peroxidases e peroxidases totais em formulacBes contendo diferentes
concentracdes de glicerol, em presenca ou auséncia de KCI, nas temperaturas de 4°C e 28°C.

Condicéo Enzima
Glicerol T KCI LiP s OAV s MnP s Per s
(mhv)  (°C) (mi) (U.mL™ (U.mL™ (U.mL™ (U.mL™h
4 2% 0,096 0 ND - 16,28 36 246,91 12
0% - 0,096 0 ND - 10,98 48 617,28 12
g 2% 0,096 0 ND - 18,29 48 37,04 52
- 0,478 24 0,072 12 4,88 48 ND -
4 2% 0,096 0 ND - 16,77 48 370,37 12
10% - 0,191 24 ND - 25,50 52 370,37 12
g 2% 0,096 0/12 ND - 41,53 24 12,34 24
- 0,096 0/12 0,358 - 18,72 24 37,04 12
4 2% 0,096 0/24 ND - 12,02 24 370,37 12
15% - 0,096 0 ND - 22,56 48 370,37  12/52
g 2% 0,096 0 ND - 32,69 24 ND -
- 0,096 0 ND - 19,15 24 37,04 24
4 2% 0,096 0 ND - 8,54 24 24691  12/52
0% - 0,096 0 ND - 16,95 24 246,91 12
g 2% 0,096 0 ND - 12,50 24 185,18 36
- 0,096 0/24 ND - 16,77 24 ND -
4 2% 0,096 0 ND - 40,43 24 246,91 24
30% - 0,096 0 0,143 12 17,87 52 123,45  12/24
g 2% 0,096 0 ND - 29,33 24 123,45 24
- 0,096 0 ND - 9,75 48 370,04 24
4 2% 0,096 0 ND - 9,57 24 370,37 24
0% - 0,096 0 ND - 4,88 48 493,83 12
g 2% 0,191 24 ND - 14,21 24 ND -
- 0,096 0/12 0,143 12 24,70 48 185,18 36
4 2% 0,096 0 ND - 7,93 24 123,46  24/52
50% - 0,096 0/12 0,072 12 30,86 24 246,91 48
g 2% 0,096 0/12 ND - 6,71 48 74,07 36
- 0,096 0 0,072 12 1,83 48 2470  24/48

Legenda: LiP — Lignina peroxidase; OAV — Oxidases do &lcool veratrilico; MnP- Manganés peroxidase; Per —
Peroxidases totais; S — Tempo em semanas; ND — Atividade ndo observada.

Para a enzima MnP, a adicdo de glicerol teve efeito semelhante ao observado para
lacases, com incremento da atividade apds sua adicdo. Entretanto, este incremento foi mantido
apenas em algumas condigdes, com destaque para a temperatura de 4°C em auséncia de KClI,
onde os picos de atividade foram observados ap6s 48 e 52 semanas para a maioria das
concentragdes de glicerol testadas, com excecdo de 20 e 50% (m/v) de glicerol, condi¢des que
ndo resultaram em boa estabilidade para a enzima. O pico maximo de atividade para MnP foi
observado em presenga de 10% (m/v) de glicerol e 2% (m/v) de KCI em temperatura de 28°C,
atingindo 41,5 U.mL™, porém, apds 24 semanas de estocagem, perdendo sua atividade ap6s
este periodo. Peroxidases totais também tiveram sua atividade aumentada apds a adicdo de
glicerol, porém sua estabilidade foi inferior a apresentada por MnP, com picos maximos
atingidos apds 12 e 24 semanas, para a maioria das condicfes testadas, com destaque para a

concentracdo de 50% (m/v) de glicerol, que se apresentou mais estavel que as demais em
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ambas as temperaturas, bem como em presenca ou auséncia de KCI, com atividade de 296
U.mL™? ap6s 48 semanas armazenadas na temperatura de 4°C em auséncia de KCI.

Com o intuito de elucidar as causas que levam a queda na atividade relativa das
enzimas ao longo do tempo, a concentracdo de proteinas sollveis totais e a atividade
proteolitica também foram quantificadas durante o periodo de armazenamento. As analises
foram realizadas em intervalos de tempo de quatro semanas e o0s resultados obtidos nas

diferentes condicdes testadas estdo apresentados nas Figuras 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18. Concentragdo de proteinas solGveis totais em formulagbes contendo diferentes
concentragdes de glicerol em fungdo do tempo, sob diferentes condi¢Ges de armazenamento, por um
periodo de 52 semanas. (®) 4°C em presenga de KCl, (0) 4°C sem KCI, (A) 28°C em presenca de KCI
e (A) 28°C sem KCI.

A concentracdo de proteinas presentes nos extratos formulados apresentou-se
relativamente estavel ao longo das 52 semanas em que os testes foram realizados, enquanto
que a atividade de proteases apresentou comportamento semelhante as lacases, peroxidases
totais e manganés peroxidases, mostrando aumento de atividade apds a adicdo de glicerol.
Entretanto, este incremento foi aumentando ao longo do tempo, propiciando as maiores
atividades proteoliticas nos tempos finais de estocagem. Este aumento na atividade de
proteases pode ter contribuido com a degradacgdo das lacases, bem como das demais enzimas,
ocasionando, assim, as perdas de atividade observadas.

Outro fator interessante observado é que a temperatura, bem como a presenca ou a
auséncia de KCI na formulacdo, ndo apresentaram efeitos relevantes sobre a atividade de
proteases, exceto para o controle (0% de glicerol), onde apenas as amostras a 4°C mantiveram
sua atividade. Estes resultados sugerem que a atividade proteolitica se mantém em baixas
temperaturas, sem a presenca de aditivos, e, quando glicerol € adicionado ao extrato, a
atividade se mantém mesmo em temperatura ambiente. Diante disso, o desenvolvimento de
processos que possam remover as proteases do meio se torna bastante interessante, tendo em
vista que a auséncia destas enzimas pode resultar em uma maior estabilidade das preparagdes

enzimaticas de uma forma geral.



150

)
-
N
T

-
'

m

[

o

o
1

75+

50

Proteases (U.

2565

0% Gilicerol

Semana

150

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

125+

100+

754

50

Proteases (U.mL™})

25 %<t

0

15% Glicerol

Semana

150

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

1254

100+

~
ol
1

a1
o
1

Proteases (U.mL™)

25

30% Glicerol

o
g
o -

Semana

150

T T T T T T T T T
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

Proteases (U.mL™)

Proteases (U.mL™)

Proteases (U.mL™Y)

150

= e
o N
S o
1 1

~
al
1

50

254

0

10% Glicerol

0 4 8 12162

0 24 28 32 36 40 44 48 52
Semana

150

125+

100+

~
al
1

al
o
1

254

20% Glicerol

T
0 4 8 12162

150

T T 1 T T T T T
0 24 28 32 36 40 44 48 52
Semana

125+

100+

40% Glicerol

mLY)
[N
~N O N
T 9

a1
o
1

Proteases (U.

50% Glicerol

T T
0 4 8 12162

T T T T T 1 T
0 24 28 32 36 40 44 48 52

Semana

T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

Semana

82

Figura 19. Atividade de proteases em formulaces contendo diferentes concentragcfes de glicerol em
funcéo do tempo, sob diferentes condigdes de armazenamento, por um periodo de 52 semanas. (@) 4°C
em presenca de KCl, (o) 4°C sem KCl, (A) 28°C em presenca de KCl e (A) 28°C sem KCI.



83

Os resultados observados no presente trabalho indicam que, apesar do efeito positivo
sobre a atividade da enzima, a utilizacdo de aditivos como estabilizantes em formulacgdes
enzimaticas de lacases de P. sajor-caju PS-2001 estaria condicionada, a longo prazo, ao seu
armazenamento em baixas temperaturas. A concentracdo de 30% (m/v) de glicerol foi a mais
indicada, uma vez que apresentou a maior estabilidade e ndo resultou em diluicdo muito
elevada do extrato na formulagdo, como no caso de concentragOes superiores, necessitando de

menores volumes do produto em sua aplicacao.

4.7.2 Estabilidade e atividade de lacases frente a temperatura

A estabilidade térmica de uma enzima é um fator de extrema importancia quando se
leva em conta sua futura aplicacdo. Segundo lyer & Ananthanarayan (2008), a presenca de
calor desnatura enzimas através da quebra das ligagdes de hidrogénio, resultando em uma
estrutura altamente desordenada. Bryjak & Rekué (2010) sugerem que algumas moléculas
presentes no extrato bruto podem ser potenciais estabilizadores ou desestabilizadores da
enzima, sendo que sua remocao pode afetar a tolerdncia térmica das mesmas. Diante disto, a
termoestabilidade dos extratos de lacases concentrado e formulado com 30% (m/v) de glicerol
foi avaliada durante um periodo de 96 horas, sem nenhum controle de pH. Os resultados estdo
apresentados na Figura 20, representados como atividade relativa em relacdo a observada no
inicio do processo.
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Figura 20. Termoestabilidade do extrato concentrado (a) e formulado (b) de lacases em funcéo do
tempo, sob diferentes temperaturas, durante um periodo de 96 horas. (e) 25°C, (m) 30°C, (A) 35°C,
(0) 40°C, (o) 45°C e (A) 50°C.

Para o extrato concentrado, estabilidade superior foi observada a 25°C, mantendo

cerca de 90% de estabilidade ao término do tempo estimado. As temperaturas de 30 e 35°C
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resultaram em estabilidade moderada das lacases, com cerca de 75 e 56% de atividade relativa
mantida ap6s 96 horas, respectivamente. Em temperaturas superiores, as lacases apresentaram
quedas bruscas em sua atividade ja nas primeiras horas, apresentando menos de 50% da
atividade ap6s 24 horas. Bettin et al. (2011) também avaliaram a termoestabilidade de lacases
produzidas por P. sajor-caju PS-2001, porém no extrato bruto e em pH 3,2, observando
estabilidade superior nas temperaturas de 20 e 30°C, com quedas drésticas na atividade nas
temperaturas de 50 e 60°C, nas primeiras horas de processo. Os resultados mostram que o
processo de concentracdo ndo interfere na termoestabilidade das lacases, uma vez que o
extrato concentrado apresentou termoestabilidade semelhante ao extrato bruto.

Os resultados obtidos no presente trabalho também estdo de acordo com outros
relatados na literatura para extratos purificados de lacases. Em comparacdo, lacases
purificadas de G. lucidum mantidas em pH 5 permaneceram estaveis a 30°C, porém, a
estabilidade diminuiu a 40°C e caiu drasticamente em temperaturas superiores a 60°C
(Manalavan et al., 2013). Yang et al. (2013) relataram que lacases purificadas de Shiraia sp.
SUPER - H168 mantiveram sua atividade ap6s incubadas por trés horas em temperaturas de
até 50°C, porém, sua estabilidade foi perdida rapidamente em temperaturas superiores a 60°C.
Bagewadi et al. (2017) avaliaram a estabilidade térmica de lacases de T. harzianum HZN10,
observando que as mesmas mantiveram 90% de sua atividade a 50°C, porém em quatro horas
de incubacdo. A termoestabilidade de lacases purificadas de P. ostreatus foi analisada por
Kumar et al. (2012), que observaram que a enzima permaneceu estavel a 25°C, perdeu 50%
de sua atividade apds 14 horas de incubacdo a 37°C, apds oito horas a 45°C, decaindo ainda
mais drasticamente a 60°C. Bryjak & Rekué, (2010) observaram que a tolerancia térmica de
lacases de C. unicolor diminuiu gradualmente apds consecutivas etapas de purificagdo por
membranas, preservando 20% da atividade inicial apds duas horas de incubacdo a 70°C.
Lacases de P. cinnabarinus foram inativadas a temperatura de 60°C apds uma hora, porém,
mantiveram 50% da sua atividade apds incubacdo a 80°C pelo periodo de duas horas e
permaneceram ativas a 37°C durante 245 dias (Schliephake et al., 2000). Ja uma lacase
purificada de Trametes orientalis permaneceu estavel em temperaturas inferiores a 50°C,
mantendo cerca de 80% de sua atividade méaxima apo6s duas horas de incubagdo, no entanto,
em temperaturas superiores, sua atividade relativa foi reduzida, tornando-se nula em 100°C,
sendo que este declinio da atividade pode ter sido causado pela destrui¢cdo da enzima sob o
calor extremo (Zheng et al., 2017).

Com relagdo ao extrato formulado com 30% (m/v) de glicerol, os resultados foram

semelhantes aos observados para 0 extrato concentrado, sendo que a temperatura de 25°C
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apresentou 91% de atividade relativa apds 96 horas, enquanto que as temperaturas de 30 e
35°C mantiveram 70 e 52%, respectivamente, de sua atividade relativa ao término do
processo, tendo sido estes valores levemente inferiores aos observados para o extrato
concentrado. Quanto as demais temperaturas testadas, novamente, foram observadas quedas
bruscas em sua atividade logo nas primeiras horas de processo. Os resultados obtidos indicam
que a presenca de glicerol no extrato ndo interfere na termoestabilidade das lacases. Estes
dados diferem dos observados por Ban et al. (2017), que observaram aumento na
termoestabilidade de uma enzima de ramificacdo de 1,4-a-glucano em presenca de 5 a 20%
(v/v) de glicerol, chegando a incrementar 3,5 vezes a atividade residual em presenca de 10%
(v/v) do aditivo. J& Poletto et. al. (2015b) também ndo observaram aumento na
termoestabilidade de pectinases produzidas por A. niger formuladas com glicerol, quando
comparada ao extrato concentrado.

A atividade frente a temperatura das lacases concentradas e formuladas com glicerol
também foi avaliada, utilizando tampéo fosfato de s6dio em pH 5. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 21, sendo referentes a atividade relativa de lacases no controle,
realizado a 25°C, sendo esta condi¢do a utilizada no procedimento padrdo de determinacéo de

atividade de lacases.
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Figura 21. Atividade de lacases dos extratos concentrado (e) e formulado com 30% (m/v) de glicerol
(o) em funcéo da temperatura.

Atividade superior foi observada em temperatura de 45°C para o0 extrato concentrado,
com 126% de atividade em relacdo a condicdo controle, estando muito proxima as observadas
em 40 e 50°C, enquanto que a temperatura de 60°C apresentou a menor atividade enzimatica

(Figura 21). Ja para o extrato formulado com 30% (m/v) de glicerol, apesar da curva de
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atividade apresentar um perfil semelhante ao extrato concentrado, a atividade méxima
observada foi inferior, também apresentando queda acentuada apo6s 50°C, indicando que a
presenca de glicerol também ndo apresentou efeitos relevantes sobre a atividade da enzima.

Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos obtidos por Bettin et al.
(2011), que verificaram atividade méxima de lacases brutas de P. sajor-caju PS-2001 a 50°C,
porém em pH 3,2 utilizando tampédo Mc’Ilvaine (fosfato de sdédio / acido citrico). Lacases
purificadas de P. ostreatus apresentaram uma temperatura 6tima de reacdo de 45°C (Kumar et
al., 2012). Temperatura semelhante também foi observada por Manalavan et al. (2013), que
determinaram a temperatura 6tima de lacases purificadas de G. lucidum a 55°C em tampdo
acetato de sodio pH 5, reduzindo drasticamente a atividade em temperaturas superiores. A
temperatura ideal observada para lacases de T. harzianum HZN10 foi 50°C, sendo que sua
atividade relativa manteve-se em cerca de 90% em temperaturas de 55 e 60°C (Bagewadi et
al., 2017).

Entretanto, de acordo com Songulashvili et al. (2016), a temperatura 6tima da maioria
das lacases fangicas esta entre 50 e 80°C, sendo que, para C. gallica 1184, a temperatura
Otima observada foi de 70°C, decaindo em temperaturas abaixo de 60°C. Elevada temperatura
6tima de lacases purificadas também foram observadas por Yang et al. (2013) para Shiraia sp.
SUPER - H168, sendo de 60°C com o substrato ABTS. Zheng et al. (2017) constataram que a
temperatura 6tima de uma lacase purificada de T. orientalis foi de 80°C, sendo mantida uma

atividade de cerca de 47% em temperatura de 100°C.

4.7.3 Estabilidade e atividade de lacases frente ao pH

A estabilidade frente ao pH de lacases produzidas por P. sajor-caju PS-2001 em
processo submerso, ainda em sua forma bruta, foi estudada por Bettin et al. (2011), que
constataram maior estabilidade da enzima utilizando tampao Mc’llvaine 3,2, em temperaturas
de 20 e 30°C, enquanto que em pH 5,0 (em tampdes acetato de sddio e citrato de sodio), a
perda de atividade foi mais acentuada. No presente trabalho, tampao Mc’llvaine (fosfato de
sodio / acido citrico) também foi utilizado para verificar a estabilidade de lacases, porém,
apos a concentracdo e formulacdo das enzimas, com escala de pH variando de 2 a 8, a 25°C, a
fim de verificar se o processo de concentracao e a posterior adi¢do de glicerol e KCI possuem
influéncia sobre a atividade. Os resultados estdo apresentados na Figura 22, sendo a atividade

de lacases apresentada como atividade relativa em relagdo a observada no inicio do processo.
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Figura 22. Atividade relativa dos extratos concentrado (e) e formulado (o) de lacases em fungéo do
tempo, sob diferentes valores de pH em temperatura de 25°C por um periodo de 96 horas.

O extrato concentrado de lacases apresentou boa estabilidade para uma ampla faixa de
pH, variando entre 2,5 e 7, retendo entre 85 (pH 2,5) e 112% (pH 4) de sua atividade inicial
apos 96 horas. Ja o pH 2 resultou na menor estabilidade da enzima, que manteve apenas 60%
de sua atividade inicial, enquanto que, para os valores de pH de 7,5 e 8, 77% da atividade
inicial foi mantida ap6s decorridas 96 horas. Estes resultados estdo de acordo com Yang et al.
(2013) que verificaram que lacases purificadas de Shiraia sp. SUPER - H168 mantiveram
80% de sua atividade em valores de pH variando entre 6 e 7, apds 96 horas. Ja lacases
purificadas de P. ostreatus incubadas a 40°C mantiveram 97% de sua atividade em pH 6,
porém apos cinco horas de incubagdo, enquanto que, em pH 8, a estabilidade foi bastante
reduzida, com 22% de sua atividade inicial (Kumar et al., 2012). Para lacases purificadas de
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G. lucidum, Manalavan et al. (2013) observaram que a estabilidade foi mantida para uma
ampla gama de valores de pH, variando entre 4 e 7,5. Extrato purificado de lacases de T.
orientalis mostrou-se altamente estavel em valores de pH 4 e 5, retendo mais de 80% de sua
atividade apds 72 horas, com estabilidade significativamente reduzida para 19,49% em pH 6,
fato que pode ser explicado pela troca de ligagdes dissulfeto que ocorrem em condigdes quase
neutras e alcalinas (Zheng et al., 2017).

Quanto aos resultados obtidos para o extrato formulado, € possivel observar que a
adicdo de glicerol ndo apresentou grande influéncia sobre a atividade relativa de lacases em
seis valores de pH testados (3, 3,5, 4, 55, 7,5 e 8), permanecendo préxima ou igual a
observada para o extrato concentrado ap6s as 96 horas de processo. Entretanto, para 0s
valores de pH mais acidos, a estabilidade diminuiu com a presenca de glicerol, perdendo
completamente sua atividade em pH 2 e mantendo apenas 20% de sua atividade em pH 2,5. Ja
para os demais valores de pH, a presenca do aditivo resultou em um incremento na
estabilidade da enzima, chegando a picos de 140% de atividade relativa em pH 5 e 6, e 120%
empH 4,5¢e6,5.

A atividade de lacases frente ao pH também foi avaliada, sendo apresentada como
atividade relativa em relacdo a condicdo controle (pH 5), utilizada no procedimento padrdo de
analise de lacases. Os resultados estéo apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Atividade de lacases dos extratos concentrado (e) e formulado com 30% (m/v) de glicerol
(o) em funcao do pH.
Bettin et al. (2011) observaram que, para o extrato bruto de lacases produzidas por P.

sajor-caju PS-2001, existem trés valores de pH considerados Otimos para a atividade da

enzima utilizando ABTS como substrato, sendo eles 2,4, 3,2 e 4,4, decrescendo
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consideravelmente acima de pH 5. No presente estudo, ap6s a concentracdo e purificacdo
parcial destas enzimas, o pico de atividade foi obtido em pH 3,5, com 163% de atividade em
relacdo ao controle, decaindo consideravelmente acima deste valor, enquanto que valores
inferiores apresentaram atividade de lacases superior em relacdo aos mesmos. As lacases
foram totalmente inativadas em pH 7,5 e 8. A formulagdo contendo 30% (m/v) de glicerol
apresentou perfil semelhante, porém, a adigcdo de glicerol apresentou efeito positivo sobre a
atividade de lacases, alcancando um pico de atividade de 186% em relacdo ao controle em pH
3,5 e atividades relativas de 173, 160 e 180% para os valores de pH de 2, 2,5 e 3,
respectivamente.

Resultados semelhantes foram observados por Songulashvili et al. (2016), que
determinaram o pH o6timo para lacases de C. gallica 1184 situado entre 2,5 e 3, perdendo
completamente a atividade em pH 8. Para lacases purificadas de P. ostreatus, o pH 6timo de
reacdo foi 4 (Kumar et al., 2012), mesmo valor observado por Zheng et al. (2017) para uma
lacase de T. orientalis, sendo que esta enzima foi mais ativa numa faixa de pH variando entre
2 e 5, valor a partir do qual a atividade decaiu. Ja para lacases purificadas de G. lucidum, o
valor 6timo de pH determinado para atividade da enzima foi 5 (Manavalan et al., 2013). Yang
et al. (2013) determinaram o valor étimo de pH de lacases purificadas de Shiraia sp. SUPER -
H168 em 3, utilizando ABTS como substrato. Entretanto, lacases purificadas de T.
harzianum HZN10 apresentaram atividade 6tima em pH 6, decaindo em pH mais alto, sendo
esta queda devida, possivelmente, a mudanca na forma idnica do sitio ativo da enzima, bem

como na sua estrutura tridimensional (Bagewadi et al., 2017).

47.4 Estabilidade e atividade de lacases frente a ions

Visando sua posterior utilizagdo em processos industriais e de tratamento de efluentes,
a estabilidade de lacases frente a diversos ions € de extrema importancia, visto que estas
moléculas podem estar presentes em grande quantidade nos meios reacionais. Kumar et al.
(2012) relatam que efluentes téxteis s&o conhecidos por seus elevados teores de sais e que,
portanto, o efeito de diferentes ions metalicos € vital para o correto funcionamento da enzima,
uma vez que se 0S mesmos estiverem presentes em quantidade elevada, a degradacéo
enzimatica do substrato poderd ndo ocorrer. No presente estudo, a concentracdo de
10 mmol.L™* de quinze diferentes fons, em sua maioria metélicos, foi testada. Os resultados

obtidos séo apresentados na Figura 24, em termos de atividade relativa em relacédo a atividade
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inicial, tanto para o extrato concentrado, quanto para o formulado.

Para 0 extrato concentrado, a presenca de Fe** néo afetou a estabilidade das lacases
concentradas durante o periodo de 96 horas, enquanto que a presenca de Ag” resultou em uma
queda de 90% da atividade inicial logo nas seis primeiras horas de processo, ocasionando sua
completa inibicdo apds 48 horas. Baixo efeito sobre a estabilidade do extrato concentrado foi
observado para os fons Co®*, Cu**, Mn*" e K*, que mantiveram sua atividade relativa superior
a 80% apds decorridas 96 horas de incubacéo. Estabilidade moderada foi observada para 0s
fons NH4*, Na*, Sr**, Mg®*, Ni**, Ti** e Zn*" que mantiveram entre 60 e 80% da atividade
inicial de lacases, enquanto que, para os fons de Ca’, Ba®" e Cr**, a queda na estabilidade foi
mais acentuada, apresentando cerca de 50% da atividade inicial apds 96 horas em contato com
0S Mesmos.

A adicdo de 30 % (m/v) de glicerol ao extrato concentrado ocasionou um aumento na
atividade relativa ap6s algumas horas de processo, sendo que este incremento na atividade foi
mantido até o término das 96 horas para a maioria dos ions testados, com destaque para 0s
extratos na presenca dos fons Ba?*, Na* e Zn**, que apresentaram uma atividade relativa final
de 167, 160 e 153%, respectivamente, bem como para os fons Mn?* e Ti**, com cerca de
146% de atividade relativa ap6s 96 horas. Ja para os fons NH,*, K*, Co*, Fe®*, Cr** e Ag", a
presenca do aditivo ndo resultou em diferencas relevantes na estabilidade da enzima em
comparagdo com O extrato concentrado, apresentando, novamente, queda acentuada na
atividade quando em presenca do ion prata logo nas primeiras horas de processo. Apesar
disso, os resultados apresentam-se favoraveis a utilizacdo do extrato formulado em processos
cujas solugbes contenham ions, uma vez que a presenca do glicerol torna a enzima mais

estavel.
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Figura 24. Atividade relativa dos extratos concentrado (e) e formulado (o) de lacases em funcdo do
tempo, em meios contendo diferentes ions, em temperatura de 25°C, por um periodo de 96 horas.
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A atividade enzimética dos extratos concentrado e formulado na presenca destes ions
também foi avaliada, sendo os resultados apresentados na Figura 25. Para o extrato
concentrado, todas as atividades foram inferiores ao controle, realizado em presenca de agua
destilada, porém, para os fons NH,", Mn?* e Ti**, a queda na atividade foi menos acentuada,
mantendo cerca de 88, 85 e 93%, respectivamente, da atividade presente no controle,
resultados semelhantes aos observados por Kumar et al. (2012), que constataram aumento da
atividade de lacases produzidas por P. ostreatus na presenca de 2 mmol.L™ de fons Mn?*.

A adicao de glicerol proporcionou um aumento na atividade de lacases para todos 0s
ions, em relacdo ao extrato concentrado, demonstrando que este composto apresenta um efeito
ativador da enzima, mesmo em presenca de metais, 0 que pode ser interessante para sua
utilizacdo em tratamento de efluentes téxteis, onde concentracdes variadas desses ions podem
ser encontradas. Nesta condicéo, a atividade enzimatica foi superior ao controle na presenca
do fon K*, atingindo 120%, enquanto que, para os fons NH,*, Ba**, Cu?* e Ni?*, 100% da

atividade relativa foi mantida.
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Figura 25. Atividade relativa de lacases dos extratos concentrado (C) e formulado com 30% (m/v) de
glicerol (F) em meios contendo diferentes ions.
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Efeitos inibitorios mais elevados foram observados para Fe?* e Ag®*, tanto para o
extrato concentrado, quanto para o formulado, apresentando atividades relativas inferiores a
26%. Este efeito inibitorio ja era esperado para Ag®*, uma vez que este fon também afetou
drasticamente a estabilidade da enzima (Figura 21), entretanto, 0 mesmo nédo era esperado
para Fe?*, que ndo mostrou efeito negativo sobre a estabilidade (Figura 21). Kumar et al.
(2012) relataram completa inibicdo de lacases em presenca de 10 mmol.L™* de Hg?*, Pb** e

Fe?*, e inibicdo de cerca de 90% quando em presenca de 2 mmol.L™ destes mesmos fons. Ja
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Yang et al. (2013) ndo observaram inibicéo de lacases para o fon Fe®* e diminuicdo de apenas
8,13% da atividade para Ag’, ambos na concentracdo de 10 mmol.L™ . Halaburgui et al.
(2011) observaram este mesmo efeito para lacases de C. cladosporioides purificada quando
em presenca de 1 mmol.L™ de Fe?*, relatando aumento na atividade também para os fons Na*,
Zn**, Mn*" e Ba?*. Por outro lado, uma lacase purificada de T. orientalis testada por Zheng et
al. (2017), apresentou uma sensivel ativacio da enzima por Mg?*, Zn?* e Cu?*, aumentando
sua atividade em 7,42%, 3,86% e 1,88%, respectivamente, enquanto que, para Mn?*, esse
aumento foi de 136,12%, sendo inibida, porém, em presenca de Na*, K*, Ba®*, Ca** e Fe*",
AI* e Fe**, o que pode estar relacionado & competicdo entre os fons metélicos e as enzimas
pelos sitios de ligacdo ao substrato.

Para os demais ions testados neste trabalho, a inibicdo da atividade de lacases foi
moderada em ambas as condicdes testadas. Kumar et al. (2012) também observaram inibicéo
moderada para Mg, Zn?*, Cu?*, K*, Na*, Co?* e Cd**, relatando, também, que o efeito destes
fons é dependente da sua concentracdo na solucdo. J& a adicdio de 5 mmol.L?
de Cu?* aumentou significativamente a atividade de lacases de T. harzianum HZN10, sendo
que as enzimas também foram ativadas em presenca de Ca**, Mg®* e Mn?*, enquanto que

Fe?*, Hg”*, Ni**, Co?*, AI** e Cd** provocaram sua inibicéo (Bagewadi et al., 2017).

4.8 AVALIACAO DA DESCOLORACAO DE CORANTES UTILIZANDO EXTRATO
ENZIMATICO CONCENTRADO DE LACASES

A descoloracdo de diversos corantes e misturas das classes cromdéforas antraquinona,
azo e trifenilmetano pelo extrato concentrado de lacases de P. sajor-caju PS-2001 também foi
avaliada neste trabalho. Foram utilizadas duas diferentes concentragdes finais de lacases no
meio reacional, de 75 e 150 U.mL™. A influéncia da adicdo dos mediadores redox
hidroxibenzotriazol (HBT) e siringaldazina (SYR) também foi analisada, utilizando
concentracdes finais de 0,1 e 0,3 umol.L™ na solucdo. Os resultados obtidos séo apresentados

e discutidos a seguir.

4.8.1 Influéncia da carga enzimatica de lacases

Os resultados obtidos para o processo de descoloragdo de corantes utilizando

diferentes atividades de lacases, de 75 U.mL™ e 150 U.mL™, estdo apresentados na Tabela 10.



Tabela 10. Percentual de descoloracdo de corantes das classes antraquinona, azo e trifenilmetano em presenca de diferentes concentraces de lacases.

Classe cromdéfora Corante pH 75 U.mL” 150 U.mL
Descoloracao (%) Tempo (h) Descoloragdo (%)  Tempo (h)

Acid Blue 80 6,65 36,35 168 47,30 168

Acid Green 28 5,15 39,52 96 42,84 168

Antraquinona Reactive Blue 220 5,64 54,64 72 37,22 168
Remazol Brilliant Blue R 6,44 22,13 168 14,82 168

Mistura Antraquinona 5,98 52,17 168 30,76 168

Acid Red 315 5,43 4,27 168 41,02 168

Congo Red 6,30 32,51 168 38,78 168

Disperse Blue 79 6,30 37,30 168 21,73 168

Disperse Orange 30 6,09 36,26 168 12,97 168

Disperse Red 324 6,30 42,16 168 32,61 168

Levafix Brilliant Red E-4BA 5,70 24,83 168 13,72 168

Azo Levafix Golden Yellow E-G 5,34 10,95 168 13,43 168
Methyl Red 3,86 31,40 168 16,29 72

Methylene Blue 5,40 12,75 168 13,55 168

Neutral Red 5,21 6,89 168 29,57 168

Orange G 3,41 2,15 24 8,70 168

Reactive Red 198 4,29 19,78 168 15,34 168

Reactive Yellow 15 5,32 28,52 168 31,30 168

Mistura Azo 5,58 18,87 168 12,88 168

Brilliant Green 4,20 63,90 168 26,80 168

Bromocresol Green 3,95 0,11 168 6,93 168

Bromophenol Blue 3,92 2,15 48 11,30 168

Bromothymol Blue 3,79 54,18 168 47,66 168

Comassie Brilliant Blue G-250 5,93 14,91 168 30,95 168

Trifenilmetano Gentian Violet 6,96 12,61 168 10,73 168
Malachite Green 6,00 39,29 168 29,71 168

Methyl Violet 4,28 7,32 168 28,20 168

Phenol Red 3,75 4,90 168 13,57 168

Mistura Trifenilmetano 7,93 6,47 24 19,74 168

Mistura geral 4,67 21,30 96 47,41 168

96
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Ao analisar os resultados obtidos para as duas concentraces enzimaticas testadas, é
possivel observar que 75 U.mL™ de lacases proporcionou percentuais isolados superiores &
concentracdo de 150 U.mL™, alcancando cerca de 64% de descoloracdo do corante
trifenilmetano Brilliant Green apds 168 horas de reacdo. Percentuais de descoloragédo
superiores a 50% também foram observados para os corantes Bromothymol Blue, também
pertencente a classe trifenilmetano e para Reactive Blue 220, um corante antraquinona, bem
como para a mistura de corantes desta classe, que atingiu cerca de 52% de descoloracdo. Para
esta mesma condicdo, entretanto, para oito dos corantes testados, sendo cinco pertencentes a
classe trifenilmetano, bem como para a mistura desta classe, os percentuais de descoloracédo
foram inferiores a 10%. Bagewadi et al. (2017) sugerem que alguns corantes apresentam
menores percentuais de descoloracdo devido a sua estrutura, uma vez que 0 processo de
descoloracdo de corantes com menor numero de anéis aromaticos € mais rapido e eficiente do
que para os corantes de moléculas mais complexas. Outro fator que pode ter influenciado no
processo de descoloracdo de alguns corantes foi o pH, uma vez que, para a maioria dos
corantes que apresentaram descoloracdo inferior, o valor do pH da solucéo foi inferior a 4,
com excecdo de Bromothymol Blue, que apresentou bons percentuais de descoloracdo mesmo
em pH 3,79.

Para a atividade de 150 U.mL™, néo foram observados percentuais de descoloracdo
superiores a 50%, porém, os resultados para todos os corantes testados foram mais préximos
entre si, com nove corantes atingindo percentual de descoloracdo entre 30 e 50%, com
destaque para os corantes Acid Blue 80 e Bromothymol Blue, que alcancaram cerca de 47% de
descoloracdo. Nesta condicdo, percentual de descoloracdo inferior a 10% foi apresentado
somente por dois corantes, Bromocresol Green e Orange G, possivelmente, devido a maior
concentracdo de lacases presentes no meio, 0 que facilitou o ataque as estruturas mais
complexas. Nesta condicdo, todas as misturas de corantes atingiram descoloragdo superior a
10%, alcangcando um maximo de 47% na mistura geral. Diante destes resultados e dos
percentuais de descoloracdo médios para ambas as condigdes, as duas foram mantidas como
controles para os testes das diferentes concentragdes de mediador.

A descoloracdo de corantes dessas classes cromoforas utilizando extrato bruto de P.
sajor-caju PS-2001 a 35°C e pH 3,2 foi estudada por Bettin et al. (2013), que observaram que
utilizando 30 e 45 U.mL™ de lacases, somente Brilliant Green, Malachite Green e Methyl
Violet apresentaram descoloracdo. Porém ao aumentar a concentracdo enzimética para 60
U.mL™ todos os corantes foram parcialmente descoloridos, com destacando-se Reactive Blue

220, Remazol Brilliant Blue R, Disperse Blue 79, Disperse Orange 30 e Reactive Red 198 que


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1687157X17300070
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atingiram descoloragéo de cerca de 30%. Schmitt et al. (2012) avaliaram a descoloracdo de
Disperse Red 343 em concentracdes entre 5 e 20 mg.L™ utilizando 10 U.mL™ de lacases de P.
sajor-caju PS-2001, constatando que o aumento da concentracdo de corante influencia
negativamente o processo de descoloracéo, sendo a maxima remocéo de cor de 35%, em pH 3
a 50°C. J& Zheng et al. (2017) alcangcaram mais de 50% de descoloracéo para os corantes Acid
Black 172, Congo Red, Neutral Red, Naphthol Green B e Crystal Violet utilizando uma lacase
purificada de T. orientalis.

Kumar et al. (2012) obtiveram percentuais de descoloracdo de corantes bastante
superiores aos observados neste estudo, porém com a utilizacdo de lacases purificadas de P.
ostreatus em meio controlado em pH 4,5, atingindo, em média, 90% de descoloracéo para
corantes trefenilmetano e 70% para os corantes azo. Lacase purificada de C. cladosporioides
foi capaz de descolorir onze azo-corantes, sendo que diferentes corantes Acid Blue alcancaram
100% de descoloracdo ap6s decorridos dez minutos de reacdo (Halaburgi et al., 2011).
Percentuais elevados de descoloracdo também foram observados para lacase purificada de G.
lucidum, em concentraces de lacase de 30 U.mL™ e 30 mol.L™ de corante, para Acid Fast
Red A, Remazol Yellow G e Methyl Violet 2B, alcancando 90% apds 24 horas de incubacao,
sendo também observado que os percentuais de descoloragdo diminuiram com o aumento da

concentracdo de corante no meio (Manalavan et al., 2013).

4.8.2 Descoloragéo de corantes utilizando o mediador redox hidroxibenzotriazol (HBT)

A utilizacdo de mediadores redox nos processos de descoloracdo facilita a acdo
catalitica da enzima sobre a estrutura do corante, uma vez que 0 mesmo é oxidado pelo
mediador, que posteriormente é oxidado pelas lacases, auxiliando no processo de
descoloracédo de corantes mais complexos (Riva, 2006).

Os resultados obtidos durante o processo de descoloracdo de corantes utilizando o
mediador redox HBT estdo apresentados na Tabela 11. A utilizacdo de HBT aumentou 0s
percentuais de descoloracdo para a maioria dos corantes testados na presenca de 75 U.mL™ de
lacases, porém, o mesmo efeito ndo foi observado em presenca de 150 U.mL™ da enzima.

Quando em presenca de 0,1 pmol.L™* de HBT e 75 U.mL™ de lacases, quinze dos vinte
e seis corantes testados apresentaram descoloragdo superior ao controle, bem como as
misturas de corantes azo e antraquinona, e em presenca de 0,3 pmol.L™* de HBT, dezoito

corantes e as misturas azo e antraquinona, apresentaram percentuais de descoloragdo superior
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ao controle. Ao comparar as duas concentracdes de HBT entre si, quinze corantes
apresentaram descoloracéo superior quando em presenca de 0,3 pmol.L™*, em relacdo a 0,1
umol.L™?, bem como a mistura de corantes trifenilmetano, o que demonstra que a
concentracdo superior de HBT é mais favoravel a descoloracdo de um maior nimero dos
corantes testados para esta concentracdo de lacases.

J4 para a condicdo com 150 U.mL™ de lacases em presenca de 0,1 e 0,3 umol.L™ de
HBT, percentuais de descoloracdo superiores foram observados no controle (sem mediador)
para quinze dos corantes testados, sendo que, entre 0s onze corantes que apresentaram maior
descoloracdo em presenca de HBT, sete foram superiores com 0,1 pmol.L™. Somente os
corantes Brilliant Green, Phenol Red, Reactive Blue 220 e Reactive Red 198 apresentaram
percentuais de remocéo de cor superiores em presenca de 0,3 umol.L™* de HBT, o que sugere
que a presenca de elevada concentracdo de lacases em combina¢do com uma maior
concentracdo do mediador pode causar algum tipo de inibicdo na enzima, prejudicando o
processo de degradacdo dos corantes. Efeitos semelhantes em concentragdes elevadas de HBT
foram observados por Schmitt et al. (2012).

O maior percentual de descoloracdo observado para a classe cromofora antraquinona
na condicdo controle com 75 U.mL™ de lacases foi para o corante Reactive Blue 220, com
61% de descoloracdo ap6s 168 horas em presenca de 0,3 pmol.L™ de HBT, enquanto que a
mistura de corantes desta classe apresentou sua maior descoloragdo na condicdo controle, com
cerca de 52% de remocdo de cor. A condi¢do controle também resultou no percentual maximo
de descoloracao da mistura da classe azo, com cerca de 19% de remocédo de cor, com destaque
também para o corante Congo Red, que apresentou 44% de remocédo de cor em presenca de
0,3 pmol.L*de HBT apds 168 horas. A classe trifenilmetano pertence o corante com maior
percentual de descoloracdo para esta condigdo controle, Brilliant Green, com cerca de 66% de
remocao de cor nas duas concentracbes de HBT testadas. A mistura da classe antraquinona
apresentou maior descoloracdo em presenca de 0,1 pmol.L™* de HBT, com apenas 14% de
descoloracdo ap6s 96 horas. A condicdo de 0,3 pmol.L™* de HBT foi a mais eficiente na
descoloragdo da mistura de todos os corantes testados, alcangcando em torno de 26% de
remog&o de cor. Somente o corante Bromocresol Green, em presenca de 0,1 umol.L™ de HBT,

ndo apresentou descoloracéo.
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Tabela 11. Percentual de descoloracdo de corantes das classes antraquinona, azo e trifenilmetano em presenca de 75 e 150 U.mL™ de lacases e de
diferentes concentracdes do mediador redox hidroxibenzotriazol (HBT).

) HBT HBT 1 HBT HBT
Classe Corante pH 75 UmL 0,1 umol.L™ 0,3 umol.L™ 150 UmL 0,1 umol.L* 0,3 pmol.L™*
Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h)
Acid Blue 80 6,65 36,35 168 24,30 168 39,32 96 47,30 168 25,74 168 31,16 168
Acid Green 28 5,15 39,52 96 50,51 168 55,96 168 42,84 168 37,81 168 40,40 168
ANT  ReactiveBlue220 564 54,64 72 59,47 168 61,91 168 37,22 168 41,83 168 47,24 168
gfl:‘;aéo' Brilliant 6,44 22,13 168 18,27 168 20,85 168 14,82 168 15,26 168 5,82 168
Mistura ANT 5,98 52,17 168 29,82 168 29,22 96 30,76 168 18,00 168 28,37 168
Acid Red 315 5,43 4,27 168 21,33 96 20,12 96 41,02 168 10,49 168 13,78 168
Congo Red 6,30 32,51 168 35,08 168 44,83 168 38,78 168 22,06 168 13,93 168
Disperse Blue 79 6,30 37,30 168 42,00 96 37,28 168 21,73 168 36,68 72 31,83 96
Disperse Orange 30 6,09 36,26 168 15,80 48 13,95 48 12,97 168 39,86 72 37,21 72
Disperse Red 324 6,30 42,16 168 18,64 168 41,32 168 32,61 168 22,34 168 26,02 168
Levafix Brilliant
Rod E.4BA 5,70 24,83 168 21,04 168 22,88 72 13,72 168 20,14 96 17,15 168
AZO \L(g}’lif,'vxgoe'de” 5,34 10,95 168 5,77 168 491 168 13.43 168 1,39 168 1016 168
Methyl Red 3,86 31,40 168 17,93 168 14,62 168 16,29 72 ND - ND -
Methylene Blue 5,40 12,75 168 14,80 168 20,44 168 13,55 168 2,89 24 5,08 168
Neutral Red 5,21 6,89 168 10,92 168 15,20 168 29,57 168 8,85 168 16,11 168
Orange G 3,41 2,15 24 18,03 96 8,84 168 8,70 168 11,60 168 9,84 168
Reactive Red 198 4,29 19,78 168 20,84 168 19,87 168 15,34 168 14,58 168 20,09 168
Reactive Yellow 15 5,32 28,52 168 30,63 168 25,83 168 31,30 168 18,17 168 18,30 168
Mistura AZO 5,58 18,87 168 9,74 168 12,34 168 12,88 168 16,56 96 6,73 168
Brilliant Green 4,20 63,90 168 66,34 168 66,16 168 26,30 168 10,79 96 29,49 168
Bromocresol Green 3,95 0,11 168 ND 168 1,50 168 6,93 168 2,77 168 2,71 72
Bromophenol Blue 3,92 2,15 48 13,46 72 3,20 168 11,30 168 4,27 168 2,39 168
Bromothymol Blue 3,79 54,18 168 35,39 168 55,96 72 47,66 168 37,28 168 28,79 168
gf’u”;aés_'zes'g”'“am 5,93 14,91 168 16,29 96 19,80 168 30,95 168 8,57 96 10,05 168
TRI  Gentian Violet 6,96 12,61 168 10,77 96 22,20 168 10,73 168 61,48 72 60,71 72
Malachite Green 6,00 39,29 168 47,40 168 42,49 168 29,71 168 46,94 168 44,07 168
Methyl Violet 4,28 7,32 168 4,91 168 2,65 96 28,20 168 6,08 168 5,69 168
Phenol Red 3,75 4,90 168 19,73 168 33,01 168 13,57 168 14,31 96 26,69 96
Mistura TRI 7,93 6,47 24 13,55 96 9,15 168 19,74 168 9,81 168 23,38 168
Mistura geral 4,67 21,30 96 24,03 168 26,45 168 47,41 168 18,76 168 15,29 168
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Os resultados obtidos com a utilizacdo de 75 U.mL™ de lacases estdo de acordo com
os observados por Bettin et al. (2014a), que constataram que a utilizacdo de HBT na
concentracéo de 0,1 umol.L™ como mediador, juntamente com o extrato enzimético bruto de
P. sajor-caju PS-2001, a 35°C, resulta em percentuais de descoloracdo superiores aos
observados sem a presenca do mediador para a maioria dos corantes testados, alcangando
percentuais de 35% e 47%. A remocéo de cor de Disperse Red 167 por lacases de P. sajor
caju PS-2001 aumentou de 10,8% para 18,3%, quando em presenca de HBT, enquanto que
para Disperse Blue 148, o maior percentual de descoloracdo foi 23,4%, também em presenca
de HBT (Schmitt et al., 2012). J& a descoloracdo de corantes por lacases purificadas de T.
harzianum HZN10 foi avaliada por Bagewadi et al. (2017), alcangando cerca de 48% para
Malachite Green, 30% para Methylene Blue e 22% para Congo Red, sendo que estes
percentuais aumentaram para 54, 36 e 28% em presenca de HBT, respectivamente, apos
decorridas 24 horas.

O maior percentual de descoloragdo para os testes realizados utilizando 150 U.mL™
como condicdo controle foi observado para o corante trifenilmetano Gentian Violet, com
cerca de 61% de remocao de cor ap6s 72 horas de reacdo em presenca de 0,1 pmol.L™ de
HBT, enquanto que a mistura desta classe croméfora mostrou descoloragdo méxima em
presenca de 0,3 pmol.L? de HBT, com 23% de remocéo de cor. Em relacdo & classe
antraquinona, sua mistura apresentou o maior percentual de descoloracdo na condigéo
controle, bem como a maioria dos corantes desta classe, com cerca de 31% de remocdo de
cor. Somente o corante Reactive Blue 220 apresentou descoloracao superior em presenca de
HBT, com cerca de 47%, em 0,3 pmol.L™" do mediador. O controle também apresentou o
melhor resultado para a mistura geral, que atingiu 47% de descoloracdo. A classe azo
apresentou o menor percentual de descoloracdo entre as misturas, alcangando cerca de 17%
em presenca de 0,1 pmol.L™*de HBT, com destaque para o corante Disperse Orange 30, que
atingiu percentual de descoloracéo préximo a 40% em presenca de 0,1 pmol.L™ de HBT.

Resultados semelhantes aos obtidos para a concentracio de 150 U.mL™ foram obtidos
por Yang et al. (2013), que observaram que lacase purificada de Shiraia sp. SUPER - H168
apresentou percentuais de descoloragéo superiores para os corantes Acid Red 1 e Reactive
Black 5 ap6s a adicdo de HBT ao meio reacional, apresentando, entretanto, um efeito
inibitdrio sobre a descoloracéo de Acid Blue 129. A remocéo de cor de Disperse Red 343 por
lacases na presenca de 11 mmol.L™ de HBT foi estudada por Schmitt et al. (2012), que
constataram que a adicdo do mediador n&o proporcionou efeito significativo na descoloragéo,

enquanto que a adigdo de 16 mmol.L™ causou um efeito inibitério, conforme foi observado no
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presente trabalho.

Pela comparacdo dos resultados obtidos para ambas as condi¢Ges controle e todas as
concentracdes de HBT avaliadas, é possivel observar que a condi¢do mais favoravel para a
descoloracdo de corantes é a utilizagdo de 150 U.mL™, sem a presenca do mediador, uma vez
que nove dos corantes avaliados apresentaram maior descoloragdo nesta condigéo, bem como
a mistura de todos os corantes. Ja a utilizacéo de 75 U.mL™ de lacases resultou em percentuais
de descoloracdo superiores para quatro dos corantes testados e para as misturas de corantes
azo e antraquinona, resultado semelhante ao alcancado pela adigdo de 0,3 pmol.L™ de HBT,
que foi mais eficiente em descolorir seis dos corantes testados, atingindo alguns dos maiores
percentuais de descoloracdo do presente estudo. Percentuais elevados de remogédo de cor
também foram atingidos pela adicdo de 0,1 pmol.L™ de HBT, novamente na concentracio de
75 U.mL™? de lacases, porém, apenas para quatro corantes. Resultados inferiores foram
observados com a adicdo de ambas as concentragdes de HBT (0,1 e 0,3 umol.L™) para as
solugdes com 150 U.mL™ de lacases.

4.8.3 Descoloracdo de corantes utilizando o mediador redox siringaldazina (SYR)

Os resultados obtidos para ambas as condicdes controle (75 e 150 U.mL™ de lacases)
na presenca de 0,1 e 0,3 pmol.L™ de siringaldazina sio apresentados na Tabela 12.

Apesar de, na condicdo controle de 75 U.mL™ de lacases, a concentracdo de 0,1
pmol.L™* ter mostrado os maiores percentuais de descoloracdo, atingindo cerca de 69% para o
corante antraquinona Acid Blue 80, 73% para Brilliant Green e 75% para Malachite Green
(ambos da classe trifenilmetano), ndo foram observadas diferencas relevantes entre as
concentragfes de siringaldazina, de um modo geral. Oito dos 26 corantes testados
apresentaram maiores percentuais de descoloracdo na condicdo controle; outros nove
corantes, além das misturas antraquinona, trifenilmetano e geral, apresentaram descoloragao
superior em presenca de 0,1 umol.L™ de siringaldazina; nove corantes e a mistura azo foram

mais descoloridos em presenca de 0,3 umol.L™ de siringaldazina.
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Tabela 12. Percentual de descoloracdo de corantes das classes antraquinona, azo e trifenilmetano em presenca de 75 e 150 U.mL™ de lacases e de
diferentes concentracdes do mediador redox siringaldazina (SYR).

4 SYR SYR 1 SYR SYR
Classe Corante pH 75 UmL 0,1 umol.L™ 0,3 umol.L™ 150 UmL 0,1 umol.L* 0,3 pmol.L™*
Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h) Desc. (%) t(h)
Acid Blue 80 6,65 36,35 168 68,68 48 60,72 96 47,30 168 54,13 24 68,68 168
Acid Green 28 5,15 39,52 96 42,64 24 39,75 168 42,84 168 40,28 24 54,49 168
ANT  ReactiveBlue220 564 54,64 72 60,36 72 40,10 168 37,22 168 42,05 24 61,40 168
gfl:‘;aéo' Brilliant 6,44 22,13 168 35,31 24 34,98 168 14,82 168 33,67 96 49,05 168
Mistura ANT 5,98 52,17 168 55,39 48 40,79 168 30,76 168 40,21 24 59,29 168
Acid Red 315 5,43 4,27 168 ND - 8,95 168 41,02 168 8,40 72 15,80 96
Congo Red 6,30 32,51 168 42,13 24 52,37 96 38,78 168 27,30 24 49,96 168
Disperse Blue 79 6,30 37,30 168 13,89 48 1,66 96 21,73 168 10,74 96 25,68 168
Disperse Orange 30 6,09 36,26 168 13,81 96 ND - 12,97 168 15,10 96 20,02 96
Disperse Red 324 6,30 42,16 168 16,97 24 6,10 168 32,61 168 9,12 24 21,31 168
Levafix Brilliant
Rod E.4BA 5,70 24,83 168 7,79 24 ND - 13,72 168 13,73 48 19,93 168
AZO \L(g}’lif,'vxgoe'de” 5,34 10,95 168 11,94 48 0,23 24 13.43 168 5,46 9 10,67 168
Methyl Red 3,86 31,40 168 ND - ND - 16,29 72 ND - 23,29 168
Methylene Blue 5,40 12,75 168 7,98 72 0,66 24 13,55 168 12,64 168 21,80 96
Neutral Red 5,21 6,89 168 9,69 48 17,85 168 29,57 168 11,38 96 20,27 168
Orange G 3,41 2,15 24 33,92 48 50,93 168 8,70 168 24,76 48 55,06 168
Reactive Red 198 4,29 19,78 168 32,01 24 46,40 168 15,34 168 28,39 96 52,17 168
Reactive Yellow 15 5,32 28,52 168 7,80 24 10,51 96 31,30 168 7,71 96 13,56 168
Mistura AZO 5,58 18,87 168 18,30 24 19,94 168 12,88 168 10,81 24 30,42 168
Brilliant Green 4,20 63,90 168 73,27 48 73,40 168 26,30 168 69,37 96 74,98 168
Bromocresol Green 3,95 0,11 168 50,68 168 ND - 6,93 168 24,95 168 10,94 168
Bromophenol Blue 3,92 2,15 48 14,15 168 ND - 11,30 168 4,25 24 0,92 72
Bromothymol Blue 3,79 54,18 168 23,50 48 ND - 47,66 168 14,23 24 42,39 168
gf’u”;aés_'zes'g”'“am 5,93 14,91 168 42,96 24 50,22 96 30,95 168 21,60 24 53,94 168
TRI  Gentian Violet 6,96 12,61 168 19,86 48 38,61 168 10,73 168 21,10 96 44,87 168
Malachite Green 6,00 39,29 168 74,81 168 70,51 168 29,71 168 63,48 72 69,93 168
Methyl Violet 4,28 7,32 168 18,51 96 13,18 48 28,20 168 14,63 168 29,76 168
Phenol Red 3,75 4,90 168 7,26 96 9,18 168 13,57 168 8,80 168 1104 168
Mistura TRI 7,93 6,47 24 13,85 96 13,03 168 19,74 168 17,12 48 40,09 168
Mistura geral 4,67 21,30 96 27,14 96 23,28 168 47,41 168 25,45 168 38,96 168
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Os maiores percentuais de descoloracdo para a condicdo com 0,3 umol.L™ de SYR e
75 U.mL™* foram observados para os corantes trifenilmetano Brilliant Green e Malachite
Green, e para 0 antraquinona Acid Blue 80, com cerca de 73, 70 e 60% de remocdo de cor,
respectivamente. Nesta mesma condicao, o corante azo Acid Red 315 alcancou descoloracéo
de cerca de 9%, um percentual baixo, porém, relevante se comparado ao controle e a condi¢ao
com 0,1 umol.L™ do mediador, que ndo mostrou remocao de cor para este corante. Entretanto,
na condi¢cdo de maior concentracdo de SYR, foram observados mais casos em que nao houve
remocao de cor, tendo este fato ocorrido para seis dos corantes testados.

Para a concentracdo de 150 U.mL™ de lacases, a presenca de 0,3 pmol.L™ de
siringaldazina mostrou remogédo de cor superior para dezessete dos corantes testados, bem
como para as misturas de corantes das classes azo, antraquinona e trifenilmetano, com cerca
de 30, 59 e 40% de descoloragdo, respectivamente. Dentre 0s corantes que apresentaram
elevada remocdo de cor para esta condigdo, destacam-se 0s quatro corantes antraquinona
(Acid Blue 80, Acid Green 28, Reactive Blue 220 e Remazol Brilliant Blue R), 0s corantes
trifenilmetano Brilliant Green, Comassie Brilliant Blue G-250 e Malachite Green, bem como
Orange G, Congo Red e Reactive Red 198, da classe cromdfora azo, cujos percentuais de
descoloragdo foram préximos ou superiores a 50%. Entretanto, na presenca de 0,1 pmol.L™
de SYR, apenas o trifenilmetano Bromocresol Green (com cerca de 25% de descoloracéo)
apresentou melhores resultados com relagéo aos observados no controle e na condicdo com
0,3 pmol.L™. J4 oito dos corantes testados, bem como a mistura de todos os corantes,
apresentaram melhores resultados na condicao controle.

A influéncia da adicdo de siringaldazina ao extrato enzimatico bruto de P. sajor-caju
PS-2001 contendo 30 U.mL™ de lacases sobre a descoloragdo de corantes foi avaliada por
Bettin et al. (2014a), que observaram niveis de descoloracdo superiores aos observados para o
controle para diversos corantes, destacando-se Brilliant Green e Malachite Green, com
percentuais superiores a 64%, sendo estes resultados semelhantes aos observados no presente
trabalho. Por outro lado, Schmitt et al. (2012) observaram que a utilizacdo deste mediador
causou inibicdo de lacases da mesma linhagem fungica para a remogdo de cor do corante
Disperse Red 343. Este fato sé foi observado no presente estudo para sete corantes, porém,
somente em algumas das condices testadas.

Ao comparar todos os testes realizados na presenca do mediador SYR, é possivel
constatar a eficiéncia superior da concentracéo de 150 U.mL™ de lacases e de 0,3 umol.L™ de
siringaldazina na descoloracdo de corantes, uma vez que esta condigéo foi superior para doze

dos 26 corantes testados e para as trés misturas das classes croméforas. Esta condicdo também
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apresentou resultados superiores aos observados para o mediador HBT, sendo, portanto, a
mais favoravel para a remocdo de cor dos corantes avaliados. A condic¢do controle de 150
U.mL™ de lacases também mostrou resultados relevantes, tendo em vista o elevado percentual
de descoloracdo obtido para a mistura de todos os corantes (condi¢do mais proxima a presente
em efluentes industriais) e o fato de que a adi¢do de mediadores pode tornar mais onerosos 0s

0S processos de tratamento de efluentes.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os estudos realizados no presente trabalho propiciaram o delineamento de um
processo de concentracdo de lacases produzidas por P. sajor-caju PS-2001 em processo
submerso, utilizando sistemas de microfiltragéo e ultrafiltracdo, bem como o desenvolvimento
de uma formulacdo enzimatica a ser aplicada em processos de descoloracdo de corantes. Os
resultados obtidos em escala de bancada podem ser Uteis para a realizacdo de um possivel
escalonamento do processo para plantas piloto e, posteriormente, para niveis industriais.

Analisando-se os resultados, foram formuladas as conclusdes que sdo listadas a seguir.

- O pré-tratamento do extrato enzimatico bruto com carvao ativado resultou em incremento
da atividade de lacases (de 26 U.mL™ para até 53 U.mL™), com remocéo de proteinas e de cor
do extrato, porém, com pequena variacao na turbidez.

- A utilizacdo de microfiltracdo como pré-tratamento do extrato enzimatico bruto resultou em
elevados percentuais de recuperacdo da enzima, manutencdo da atividade inicial e remocdo de
cor em percentuais superiores a 50% para todas as concentragdes testadas, porém, com perdas
de proteinas, possivelmente devido a formacéo de fouling.

- O processo de ultrafiltracdo resultou em incremento da atividade de lacases em relacdo ao
extrato bruto, com percentuais de recuperacao superiores a 100% e purificacdo de até seis
vezes, nas condigdes testadas.

- A utilizacdo do pré-tratamento (microfiltracdo ou carvdo ativado com posterior
microfiltracdo) anteriormente a ultrafiltracdo resultou em fluxos de permeado superiores
guando comparados a utilizacdo somente de carvao ativado ou de nenhum pré-tratamento.
Entretanto, ndo apresentou diferencas relevantes em relacdo aos percentuais de recuperacao
de lacases.

- Quanto as formulagcbes enzimaticas, a temperatura de 4°C proporcionou manutencdo da
atividade de lacases por periodos de tempo mais longos, mesmo para a condic¢do controle. A
adicdo de glicerol, em qualquer concentragdo, ocasionou aumento na atividade enzimatica.
Dentre todas as concentracdes de glicerol testadas, 30% (m/v) em auséncia de KCI apresentou
estabilidade superior em comparacdo as demais, com 83% da atividade ap6s 52 semanas de
incubac&o, sendo a mais indicada para a preparagdo de uma formulagéo comercial da enzima.
- A adicdo de glicerol ndo causou nenhum efeito protetor sobre a enzima em relacdo a

termoestabilidade, resultando em atividades inferiores frente a diferentes temperaturas,
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qguando comparada ao extrato concentrado.

- A adicdo de glicerol resultou em maior estabilidade do extrato enzimético de lacases frente
ao pH, propiciando, também, incremento da atividade, principalmente em valores de pH mais
acidos.

- A adicdo de glicerol causou um efeito protetor sobre lacases quando avaliada sua
estabilidade em presenca de diversos ions, sendo este um resultado importante para sua
possivel aplicacdo no tratamento de efluentes téxteis, resultando, também, em um leve
aumento de atividade quando em contato com estes mesmos ions.

- A utilizagéo de lacases na descoloragdo de corantes se mostrou eficiente para determinados
corantes, sendo que uma maior atividade de lacases, bem como a adi¢do do mediador redox

siringaldazina no meio reacional resultou em incremento nos percentuais de descoloracéo.

As perspectivas para dar continuidade aos estudos relativos a concentragdo de lacases
por ultrafiltracdo, bem como a formulagdo e aplicacdo dos extratos enzimaticos, estdo
apresentadas a sequir.

- Realizacdo de testes utilizando membrana de ultrafiltracdo com massa molecular de corte de
20 kDa, a fim de verificar se esta resultaria em menores tempos de processo e na manutencao
da recuperacdo enzimatica.

- Realizagéo de testes utilizando membranas cerdmicas, a fim de avaliar seu comportamento
durante o processo de concentracao enzimatica.

- Realizacdo de testes adicionando compostos inibidores de atividade de proteases na
formulacdo, a fim de avaliar se ocasionariam incremento na atividade de lacases.

- Realizagdo de testes de remocéo de cor de efluentes da indUstria téxtil utilizando o extrato
formulado de lacases.

- Avaliacdo dos produtos de degradacdo formados apOs o processo de descoloragdo de
corantes por lacases, bem como de sua toxicidade anteriormente e apds o processo de

descoloragdo enzimatica.
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