UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E
ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
QUIMICA

APLICACAO DE LACASES IMOBILIZADAS EM QUITOSANA
NA BIOCONVERSAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
REATORES BATELADA E CONTINUO

TESE DE DOUTORADO

EVERTON SKORONSKI

Florianopolis
novembro/2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E
ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
QUIMICA

APLICACAO DE LACASES IMOBILIZADAS EM QUITOSANA
NA BIOCONVERSAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
REATORES BATELADA E CONTINUO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
em Engenharia Quimica do Centro Tecnolégico da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial a obtencdo do titulo de Doutor em
Engenharia Quimica

Orientador: Prof. Dr. Agenor Furigo Junior
Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Henrique Lemos Soares
Co-orientador: Prof. Dr. Jair Juarez Jodo

Florianopolis
novembro/2010






“Research is to see what everybody else has seen and to think what
nobody else has thought”
Albert Szent-Gyorgyi


http://thinkexist.com/quotes/albert_szent-gyorgyi/




AGRADECIMENTOS

Primeiramente aos meus pais, Irmo Hintz Skoronski (in
memorian) e Leticia Wernke Skoronski por contribuir hora de forma
direta, hora de forma indireta, na minha formac&o social e académica.

Ao professor Agenor Furigo Janior pela orientacdo,
compreensao, incentivo e amizade ao longo dos meus sete anos de pos-
graduacéo.

Ao professor Carlos Hernrique Lemos Soares pela orientacéo,
amizade, disponibilizagdo de material e apoio durante toda a realizagédo
do trabalho.

Ao professor Jair Juarez Jodo por permitir que grande parte do
trabalho pudesse ter sido realizada nas dependéncias do CENTEC-
UNISUL, por orientar na realizacdo do trabalho, além do incentivo e
amizade demonstrada ao longo do tempo.

A minha namorada Mylena Fernandes pelo carinho,
compreensdo, amizade e conforto proporcionado, além de contribuir na
realizacdo dos experimentos e na formatagdo da tese.

Aos alunos de iniciacdo cientifica do curso de Engenharia
Quimica da UNISUL Felipe Gomes dos Santos, Ariel Wachholz,
Avrliana Caon, Tiago Fratoni, Tarcila Borges e Wilian Pereira de Souza,
pela amizade e colaboragdo na execugdo dos experimentos.

Aos colegas do Engebio Gisanara Dors, Américo Cruz Janior e
Sabrina Villela pela amizade e companheirismo demonstrado ao longo
da pos-graduagdo.

Aos professores Anténio Augusto, Edna Amante, Paulo, Renato e
Jorge Ninow por aceitarem participar da avaliacdo deste trabalho.

A professora Erly Perini Popoaski por viabilizar a minha insercéo
no mercado de trabalho e na vida académica, além de ter ajudado minha
familia em varios momentos dificeis e a professora Maria Carminati
Lima por colaborar diretamente no meu ingresso no magistério de
ensino médio e depois no nivel superior.

Por fim, a todos os professores do programa de pés-graduacdo em
Engenharia Quimica da UFSC e ao funcionario Edevilson Silva pelo
apoio prestado durante estes sete anos, e pelo seu profissionalismo
exemplar como servidor publico federal.






SKORONSKI, E. Aplicagdo de lacases imobilizadas em quitosana na
bioconversdo de compostos fendlicos em reatores batelada e
continuo. Tese de doutorado, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2010.

RESUMO

Palavras-chave: compostos fendlicos, lacase, imobilizagdo, quitosana,
bioconversdo, reatores continuos.

Neste trabalho foi estudada a imobilizacdo de enzimas lacases de
Aspergillus sp em quitosana, através de ligacdo cruzada e sua aplicacao
na bioconversdo de compostos fendlicos em reatores operando em
regime batelada e fluxo continuo (reator de leito fixo). Inicialmente, foi
realizada a otimizacdo do processo de imobilizacdo através de um
planejamento fatorial do tipo DCCR (delineamento experimental central
composto e adi¢do de ponto rotacional). Dentre os niveis de fatores
estudados, o experimento que permitiu a obtencdo de biocatalisadores
com a maior atividade enzimatica foi realizado com concentracdo de
glutaraldeido de 1%, pH de 6,5, tempo de 5,0 horas e concentracdo de
enzima igual a 6 g.L™. Em seguida foi avaliada a estabilidade da enzima
imobilizada na estocagem. Verificou-se que a melhor condi¢do para
manutencdo da atividade enzimética é em solucdo tampédo pH 8,0, na
temperatura de 8 °C. Além disso, o biocatalisador foi aplicado na
oxidacdo de 18 diferentes derivados fenolicos. Foi observado que o 4-
nitrofenol ndo pode ser convertido enquanto o 2,5-xilenol e 2,6-xilenol,
2,3,5-trimetilfenol e o p-etilfenol apresentaram conversfes acima de
90%, na temperatura de 40°C. Por fim, a lacase imobilizada foi aplicada
na bioconversdo de dois substratos padres a siringaldazina e o 2,6-
dimetoxifenol para realizagéo do estudo cinético do processo e avaliagdo
da estabilidade operacional. Em regime batelada, foi observado que ndo
é possivel reutilizar o biocatalisador quando este participa da reacédo
envolvendo a siringaldazina, enquanto que no processo com o 2,6-DMP,
a enzima mantém sua atividade inicial por até 8 ciclos reacionais. Em
fluxo continuo, quando o biocatalisador é utilizado para mediar a
bioconversdo de 2,6-DMP, a atividade da enzima imobilizada é mantida
por um tempo maior em relacdo ao observado na bioconversdo da
siringaldazina.
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ABSTRACT

Keywords: phenolic compounds, laccase, immobilization, chitosan,
bioconversion, packed bed reactors.

The immobilization of laccase (Aspergillus sp) on chitosan by cross-
linking and its application on bioconversion of phenolic compounds in
batch and continuous flow reactors (fixed bed reactor) were studied. The
immobilization of enzyme was optimized using an experimental design
RCCD (Rotational central composite design). Among the different
levels of factors studied, the optimized conditions (in order to obtain the
major enzyme activity) were glutaraldehyde concentration of 1%, pH
6.5, immobilization time of 5.0 hours and enzyme concentration of 6
g.L™". The stability of the immobilized enzyme along the storage time
was evaluated. The best condition for maintenance of enzyme activity is
in buffer pH 8.0 at 8 °C. Also, the biocatalyst was applied to the
biotransformation of eighteen different phenol derivatives. It was
observed that 4 — nitrophenol was not converted while the 2,5 — xylenol
and 2,6 — xylenol, 2,3,5 — trimethylphenol and the ethylphenol showed
reactions yields up 90% at 40 °C. The immobilized laccase was applied
to bioconversion of two substrates: syringaldazine and 2,6 -
dimethoxyphenol. The kinetic of process and enzyme operational
stability was studied. In batch reactors, it was not possible to reuse the
enzyme when it was applied to syringaldazine bioconversion. Therefore,
when the enzyme is applied to bioconversion of 2,6 — DMP, the activity
was stable for eight reaction batchs. The biocatalyst was applied in
packed bed reactors. For the bioconversion of 2,6 — DMP, the activity of
the immobilized enzyme is maintained for a longer time if compared to
that observed in the bioconversion of syringaldazine.
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1. Introducédo

1. INTRODUCAO

A contaminagdo causada por compostos fenolicos merece
destaque, visto a elevada toxicidade observada para animais e plantas.
Mesmo em concentracdes muito baixas (< 1 mg.L™), sua presenca é
capaz de alterar 0 gosto e o odor de corpos receptores aquaticos. Além
disso, estes compostos sdo considerados bioacumulativos no ambiente
(RUSSELL; BURTON, 1999).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em diversos efluentes
industriais como os da industria téxtil, papel e celulose, petroquimica,
pléstico, resinas, farmacéutica e de fabricagho de pesticidas
(GONZALEZ, 2006). Em geral apresentam-se em concentraces que
variam entre 100 e 1000 mg.L™ (LOPEZ - MOLINA et al., 2003).
Devido a sua elevada toxicidade, os diversos processos biologicos
aplicados para a remediacdo destes compostos apresentam baixa
eficiéncia quando se apresentam na agua em concentragdes acima de
100 mg.L™?, devido & elevada inibicdo conferida aos micro-organismos
responsaveis pelo tratamento (HOSSEINI et al.,, 2005). Assim,
processos fisico-quimicos empregando adsor¢do em carvao ativado e
processos oxidativos avangados sdo utilizados como uma alternativa na
remogdo de derivados fenolicos em aguas residuarias (FERNANDES,
2005). Entretanto, o elevado custo desses processos aliado a falta de
iniciativa de construcdo de unidades em escala real estimula a pesquisa
por novos processos de remocédo de fenol, sendo o processo enziméatico
um deles.

A oxidagdo de fenol catalisada por enzimas oxidativas vem
apresentando resultados promissores com relacdo a remog¢do do fenol
em Aaguas residuais (DURAN et al., 2000). Peroxidases e
polifenoloxidases sdo enzimas oxidativas encontradas em uma série de
recursos naturais como tomate, café, algoddo, moluscos e camarao.
Dentre as varias aplicagdes que essas enzimas podem apresentar 0 seu
emprego catalitico em reatores oxidativos merece destaque. O processo
pode envolver o uso de duas subclasses de enzimas. A primeira
subclasse refere-se as peroxidases que realizam a oxidagdo dos
compostos aromaticos utilizando o perdxido de hidrogénio dissolvido no
meio, como aceptor final de elétrons.

A outra subclasse, polifenoloxidases, realiza a hidroxilagdo de
monofendis a o-difendis e em seguida, na presenga de oxigénio
molecular, realiza a oxidacdo até o-quinonas. Esses Ultimos compostos,
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em agua, sdo polimerizados e precipitam podendo ser facilmente
removidos por processos de coagulacdo/floculacdo (WHITELEY et al.,
2006). Desta forma, além do tratamento enzimatico proposto &
necessario ainda incluir um processo fisico-quimico para remocéo dos
compostos gerados na bioconversao enzimatica.

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo polifenoloxidases que catalisam a
oxidacdo de uma variedade de substratos organicos e inorganicos
incluindo mono e polifendis, aminofenois, metoxifendis e aminas
aromaticas com concomitante reducdo de oxigénio para dgua. Utilizam
oxigénio dissolvido na agua como aceptor final de elétrons no processo
de oxidagdo, tornando o processo mais atrativo em compara¢do a
enzimas peroxidases que utilizam peréxido de hidrogénio como agente
oxidante. Essas enzimas vém sendo estudadas para varias aplicacdes
biotecnoldgicas, tais como: biodegradacdo de xenobiéticos e efluentes
industriais, descoloragdo de corantes, biorremediacdo de solos
contaminados, producdo de etanol, clarificacdo de vinhos e chéas e
utilizagdo em biossensores, tanto em seu estado livre, quanto
imobilizada em um suporte (MAYER et al., 2002). A aplicacdo dessas
enzimas em processos industriais torna-se mais atrativa quando elas
podem ser imobilizadas em um suporte inerte a0 meio reacional,
possibilitando sua féacil separacdo apos a reagdo. Além desse fator, a
imobilizagdo enzimatica confere maior estabilidade ao catalisador,
permitindo também que ela possa ser reutilizada em varios ciclos
experimentais ou de forma continua. Entre as principais técnicas
desenvolvidas até o momento citam-se a imobilizacdo por ligacéo
guimica cruzada ou a adsorcdo da enzima no suporte € a encapsulacdo
em uma matriz polimérica. A imobilizacdo por ligagdo cruzada
apresenta grandes vantagens frente a outras técnicas de imobilizacdo
uma vez que a enzima fica ligada ao suporte por ligacdo quimica
covalente, dificultando seu arraste do suporte por mecanismos de
difusdo ou advecgdo do meio reagente (SCRIBAN, 1985).

Ap6s a imobilizacdo, a enzima pode ser aplicada em reatores
continuos, que normalmente sdo empregados para processos que
envolvam alta produgdo. Os principais reatores empregados sdo os de
mistura completa (continuous stirred tank reactor — CSTR) e o de leito
fixo empacotado (packed bed reactor — PBR). A imobilizacdo das
enzimas para aplicacdo nesses reatores apresenta uma vantagem
operacional bastante atrativa, uma vez que o catalisador permanece no
reator apds o ciclo reacional, diminuindo dessa forma os custos com
separacdao da enzima dos produtos obtidos da reacdo. Além disso, os
processos de separacdo da enzima do meio, além de dispendiosos,
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acabam afetando a sua atividade, dificultando a reutilizagdo. Diante
dessas vantagens, é de se esperar que reatores continuos com enzimas
imobilizadas recebam maior atencdo para aplicagdo em processos
tecnolégicos frente a tecnologias que envolvam enzimas livres
(SHULER et al., 2002).

Diante deste cenario, o presente trabalho buscou avaliar a
aplicacdo de enzimas lacases na bioconversdao de compostos fenolicos
em reatores batelada e continuo. Para este estudo foi realizada a
otimiza¢do do processo de imobilizacdo da lacase em cépsulas de
quitosana bem como a caracterizagdo fisica do biocatalisador obtido.
Além disso, foi avaliada a estabilidade do biocatalisador na estocagem e
seu uso em processos batelada e continuo e o seu desempenho na
bioconversdo de compostos fenolicos.

O estudo da imobilizagdo das enzimas, em cépsulas de quitosana
apresenta elevada importancia ao desenvolvimento sustentavel de Santa
Catarina. A producdo catarinense de camardo cresceu muito nos Gltimos
tempos, aproximando-se de 2 mil toneladas em meados de 2002
(SOUZA e COSTA, 2003). Dessa forma a realizacdo de estudos
referentes a utilizacdo de quitosana, que pode ser obtida a partir de
residuos da carcinicultura como material suporte para imobilizacdo de
enzimas pode contribuir para a redu¢do do langamento desses residuos
ao meio ambiente, favorecendo a sua reutilizagéo, além de agregar valor
a esse material. Com isso estaremos contribuindo com a geracdo de
processos baseados em tecnologias limpas, diminuindo o langamento de
residuos da carcinicultura, substituindo suportes para enzimas
inorganicos e nocivos ao meio ambiente por materiais naturais e
reciclaveis e contribuindo para a remediagdo do lancamento de efluentes
carregados de fenol ao meio ambiente.

Além disso, a busca por novas alternativas mais eficientes e
economicamente vidveis para o tratamento de efluentes de industrias
contendo elevadas concentracBes de fenol apresenta grande relevancia
sob os pontos de vista cientifico, técnico, econdmico e social. Desta
forma, o estudo apresentou um grande campo de aplicagdo para o estado
de Santa Catarina, que se destaca nas areas de producdo de papel e
celulose e de produgdo de tecidos, sendo esses processos grandes
geradores de efluentes contaminados por compostos fenélicos.
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2. OBJETIVOS
2.1.Geral

O objetivo geral deste trabalho é estudar a remocgdo de compostos
fendlicos em reatores batelada e continuo, utilizando enzimas lacase de
Aspergillus sp imobilizadas em quitosana.

2.2.Especificos

- Otimizar o processo de imobilizacdo da lacase de Aspergillus sp em
quitosana através do processo de ligagdo cruzada;

- realizar a caracterizagdo fisica e quimica dos reagentes e do
biocatalisador obtido em termos de massa especifica, didmetro e grau de
desacetilagdo da quitosana;

- estudar a influéncia de fatores como meio de acondicionamento,
temperatura e pH na estocagem da enzima livre e imobilizada;

- determinar os parametros cinéticos (constante de perda de atividade e
tempo de meia-vida) do processo de perda de atividade da enzima
imobilizada ao longo do tempo de estocagem;

- avaliar a atividade catalitica da enzima imobilizada aplicada na
oxidacdo de diversos derivados fendlicos;

- estudar a influéncia do grupo substituinte na estrutura do fenol sobre a
atividade catalitica da enzima imobilizada;

- realizar ensaios de oxidagdo em batelada, variando a massa de
biocatalisador adicionado ao meio, temperatura e concentracdo de
substratos para medida da velocidade inicial da reacdo;

- ajustar modelos matematicos cinéticos para relacionar o efeito da
concentracdo de substratos sobre a velocidade inicial da reagéo;



2. Objetivos

- verificar o efeito do tipo de substrato, neste caso, siringaldazina e 2,6-
dimetoxifenol, na capacidade de reutilizacdo da enzima em vérios ciclos
de reagdo;

- avaliar a estabilidade do biocatalisador na oxidacdo de compostos
fendlicos como siringaldazina e 2,6-dimetoxifenol aplicados em reatores
continuos;

- aplicar modelos matematicos para avaliar a influéncia de parametros
como temperatura e massa de enzima adicionada ao reator, em relacéo
ao tempo de estabilidade operacional do sistema.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Impactos ambientais de estruturas fenélicas

O fenol e seus derivados podem ser encontrados em diversos
setores da sociedade, tanto no ambiente industrial quanto doméstico ou
comercial (BLANCO, 2001). Entre as diversas aplica¢des, pode-se citar
Seu uso como reagente quimico em andlises, matéria-prima para
fabricacdo de resinas, compostos organicos de interesse, corantes,
farmacos e como insumo das inddstrias téxtil, alimenticia e papel e
celulose (MORRISON; BOYD, 1992). Em funcdo da sua elevada
aplicabilidade, o seu lancamento ao meio ambiente se torna um fator
preocupante, motivando a busca por métodos eficazes e mais
econdmicos de controle de lancamentos desse poluente.

De acordo com o National Pollutant Inventory (NPI), um 6rgao
australiano do meio ambiente, o fenol apresenta um nivel de impacto
por volta de 0,8 em uma faixa de 0 a 3 (AUSTRALIAN
GOVERNMENT, 2009). Seu impacto ao meio ambiente pode acontecer
pelo ar, gua e solo.

No ar, o fenol encontrado pode estar associado a sua
evaporagdo a partir de tanques de armazenamento ou durante seu
transporte. Sua presenca pode também estar associada a queima de
madeira e combustiveis fésseis. Em cigarros também ocorre o seu
langamento no ar. Devido & alta solubilidade em agua, grande parte do
fenol é removida da atmosfera devido a chuva. Entretanto, em funcéo da
elevada capacidade de degradacdo na atmosfera, o fenol é removido
desta, em grande parte, quimicamente, ao invés de ser transportado
(TRAPP et al., 1998).

De acordo com o International Programme on Chemical Safety,
(1994), a presenca do fenol na agua se deve principalmente a despejos
industriais, apresentando um grande destaque as indUstrias de papel e
celulose. Em esgotos domésticos pode ser encontrado devido a
utilizacdo de desinfectantes e drogas medicinais. No ambiente liquido,
nem a volatilizagdo nem a adsorcdo por sedimentos ou particulados €
relevante para o seu transporte. O fenol é rapidamente biodegradavel em
aguas naturais, sendo que sua velocidade de degradacdo aumenta com a
concentragdo até aproximadamente 50 mg.L™, onde, a partir desse valor,
ocorre inibicdo da atividade catalitica pelo substrato, sendo que a
presenca de contaminantes inorganicos na agua também pode contribuir
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para reducdo na velocidade de biodegradacdo dos compostos fendlicos.
Para uma temperatura de 20 °C a degradacdo ocorre em um tempo de
meia-vida de 2 dias e a 4 °C com um tempo de meia-vida de 4 dias. A
degradacdo em aguas salinas é considerada lenta (INTERNATIONAL
PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1994).

No solo é encontrado devido a acidentes de carregamento ou
transporte e através da lixiviagdo de efluentes carregados. Séo
considerados tdxicos aos organismos aquaticos, em concentracles
baixas, e afetam o sabor dos peixes e a aceitabilidade das dguas. Nesse
meio, a maior parte do fenol encontrado, pode estar ligada a sua
lixiviagdo. O mecanismo de adsor¢do por sedimentos é considerado
desprezivel, frente a sua elevada velocidade de biodegradagao.

Em residuos sélidos a biodegradacdo ocorre de forma aerdbia e
anaerdbia, sendo que em meio 4cido a velocidade de biodegradacéo €
menor. Em plantas, o fenol é absorvido instantaneamente e ndo é
bioacumulativo devido a sua rapida degradacao por respiracdo (BACCI,
1994; TRAPP; MATTHIES, 1998; PARAIBA et al., 2005).

Os padrdes para lancamento de fenol de acordo com o decreto
14.675 a Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA) sdo 0,2 ppm para
descarte de efluentes liquidos, 0,001 ppm para presenca em aguas de
classe 1, 1 ppm para aguas de classe 3 e 0,047 ppm (v/v) para descarte
de efluentes gasosos (SANTA CATARINA, 2009). Segundo a resolucéo
396 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) a
concentracdo de fenol para descarte de efluentes liquidos deve
apresentar um valor maximo de 0,5 ppm, enquanto que 0S COrpos
receptores liquidos devem apresentar para as classes 1, 2 e 3
concentracBes de 0,003, 0,01 e 1 ppm, respectivamente (BRASIL,
2009).

3.2.Métodos tradicionais de remediacao de compostos fenolicos
3.2.1. Adsorg¢do em carvdo ativado

O carvéo ativado € um dos principais adsorventes empregados
na remocdo de poluentes tanto de natureza organica quanto inorganica.
A sua capacidade de saturacdo varia de acordo com a temperatura, sendo
que a reducdo da temperatura favorece a adsorgdo uma vez que em
MUItos casos esse € um processo exotérmico. Para temperatura de 23 °C
h& um carregamento de 2,5 mmol de fenol por grama de carvao para
concentragdes de fenol no meio acima de 1,5 mmol.L™ e pH 10.
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Verifica-se também que o aumento do pH do meio favorece a adsorcéo
do fenol em meio aquoso (BLANCO, 2001; FERNANDES, 2005).

Apesar de apresentar uma boa atividade na remocdo de fenol, o
custo dos carvfes ativados comerciais é ainda um fator que impede seu
uso em larga escala industrial. Dessa forma, além do carvdo ativado,
estudos com a utilizacdo de adsorventes alternativos que envolvem
quitosana, bambu e casca de eucalipto vém sendo explorados (KUNZ et
al., 2002).

3.2.2. Oxidagdo quimica

O método de oxidagdo quimica mais comum para oxidagdo de
fenol envolve a fotodegradagdo utilizando luz ultravioleta artificial e
TiO, como fotocatalisador (CESCONETTO, 2002). Além disso, o fenol
pode ser também removido com eficiéncia utilizando processos que
envolvem a reagdo de Fenton (Fe**/H,0,) e de foto-Fenton
(Fe**/H,0,/UV) (KUNZ et al., 2002).

3.2.3. Biodegradacéo

Os fendis podem também ser oxidados biologicamente.
Entretanto, devido a elevada toxicidade do fenol aos micro-organismos,
esse tipo de tratamento apenas é possivel a baixas concentracdes
(HOSSEINI, ET AL., 2005). E comum observar a degradag&o bioldgica
de fenois em sistemas de lodos ativados implantados em siderurgia,
onde os despejos fendlicos se originam da coqueria. Os fendis sdo
toxicos a0 homem, aos organismos aquaticos e aos micro-organismos
gue tomam parte nos sistemas de tratamento de esgotos sanitarios e de
efluentes industriais (HIDALGO, 2002).

Em sistemas de lodos ativados, concentracdes de fenois na faixa
de 50 a 200 mg/L trazem inibigdo, sendo que 40 mg/L séo suficientes
para a inibicdo da nitrificacdo. Na digestdo anaerobia, 100 a 200 mg/L
de fendis também provocam inibicdo (CHEREMISSINOFF, 1996). Em
um trabalho onde o reator biolégico foi alimentado com cargas
decrescentes de esgoto sanitario e com carga constante de efluente
sintético em que o Unico tipo de substrato organico era o fenol puro,
conseguiu-se ao final a estabilidade do reator alimentado somente com o
efluente sintético contendo 1000 mg/L de fenol (VILLAS BOAS, 1999).
Além disso, as plantas bioldgicas demandam grandes valores de area
devido & baixa velocidade de oxidago do fenol (LEE et al., 1996). A
viabilidade desse processo pode ser atingida, aplicando-se reatores com
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alta velocidade de degradacdo como os reatores aerébios de biofilme
(HOSSEINI et al., 2005).

3.3.Aplicacdo de enzimas oxidativas na remediacdo de estruturas
fenolicas

3.3.1. Peroxidases

A horseradisch peroxidase (HRP) é uma peroxidase que
catalisa a reagdo de oxidacdo de fenol e apresenta uma boa aplicagéo no
tratamento de efluentes por manter sua atividade sob uma elevada faixa
de valores de pH e temperatura (RUBIO et al., 2000). Enzimas
peroxidases foram extraidas da raiz de tomateiros para a remocao de
fenol em meio aquoso. As enzimas foram extraidas com tampédo de
acido acético e a atividade foi avaliada com relacéo a oxidag&o do fenol
por H,0,. Os resultados demonstram que a enzima atua com maximo de
eficiéncia em uma faixa de pH variando de 5 a 9. A temperatura 6tima
de atividade se situou por volta de 40 °C (GONZALEZ et al., 2006).

Métodos que envolvem a utilizacdo da enzima imobilizada e
eletrodos foram também investigados como apresenta o trabalho de Kim
e Moon, (2005). Em outros trabalhos, buscou-se estabelecer a relacdo
entre a atividade da enzima livre e imobilizada. Os resultados obtidos
demonstram que a enzima livre remove 20 % da cor de efluentes
carregados com corantes aromaticos, enquanto imobilizada em CNBr-
Sepharose a atividade aumenta em 2,7 vezes (FERRER et al., 1991). Em
outro estudo, a combinacdo da enzima a quitosana, juntamente com o
uso de perdéxido de hidrogénio, apresentou resultados acima de 95 %
com relacdo a remocao de clorofendis (GANJIDOUST, 1996).

3.3.2. Polifenoloxidases

Polifenoloxidases sdo enzimas oxi-redutases que catalisam a
oxidacdo de compostos fendlicos. Extratos enzimaticos de bracteas de
alcachofra apresentaram um elevado teor de polifenoloxidases, também
conhecidas como tirosinase. Os resultados demonstraram que é possivel
remover 90% de clorofenol em duas horas de reacdo. Além disso, o
extrato enzimatico apresentou uma boa estabilidade em uma faixa de pH
de 3 a9, sendo que a atividade maxima foi observada em pH 7 (LOPEZ-
MOLINA et al., 2003).

A enzima termoestavel p-tirosinase, produzida a partir de
Symbiobacterium sp., apresenta atividade maxima em condic6es de pH
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por volta de 7,5 e temperatura de 55 °C. Para concentragdes de fenol
acima de 120 mmol.L™ foi observada inibicdo da enzima pelo substrato
(LEE et al., 1996).

Uma remocado de 40% de fenol em solucdo aquosa foi obtida
utilizando-se enzimas extraidas de Pseudomonas sp. e imobilizadas em
membranas de ultrafiltracdo (BOHDZIEWSCZ, 1998).

3.3.3. Obtencdo de peroxidases e fenoloxidases

As enzimas fenoloxidase e peroxidase sdo encontradas em
diversas fontes naturais como frutas, insetos, frutos do mar e em
residuos de celulose. Fenoloxidase foi obtida a partir da larva de Pieris
rapae, o qual apresentou-se estavel em pH entre 6,5 e 7,4 e temperatura
abaixo de 37 °C. A partir de Penaeus japonicus, a enzima apresentou
atividade maxima em pH 6,5 e temperatura de 35 °C (XUE et al., 2006).
Mazzafera et al., (2002), extrairam polifenoloxidase do café. Robles e
colaboradores, (2000), isolaram fenoloxidase produzida por Chalara
paradoxa obtida de efluentes liquidos do processamento de oliva. Os
resultados demonstram que o extrato enzimatico apresenta atividade
maxima em pH 6,5 e temperatura de 37 °C, sendo que em valores
maiores que 50 °C a enzima perde atividade.

Alba et al., (1999), isolaram e caracterizaram fenoloxidases e
peroxidases do endocarpo de péssegos. Foi observado que algumas
substancias como PVP inibem totalmente a atividade da enzima. Pérez,
et al. (1993), purificaram e caracterizaram fenoloxidases de
Basidiomicetos PM1, micro-organismos que degradam lignina. Foi
observado que a enzima perde rapidamente a atividade em temperaturas
superiores a 60 °C. Cianeto de potassio inibe totalmente a atividade
enzimética em concentracdes acima de 10 mol.L™.

Bai e colaboradores, (19970, isolaram e caracterizaram
fenoloxidases da massa de ovos de moluscos Biomphalaria glabrata. O
método de extracdo envolveu a homogenizacdo dos ovos em tampédo
tris-HCI (pH 7,5), centrifugacdo a 4 °C e extracdo com sulfato de
aménio. A purificagdo foi executada através de cromatografia,
utilizando fenil-agarose como fase fixa e tampdo tris-HCI como eluente.

Wichers e colaboradores, (1984), purificaram e determinaram
as propriedades de fenoloxidase obtida de culturas de Mucona pruriens.
O extrato enzimético foi purificado por cromatografia em coluna de
Celite 535, eluida com tampédo fosfato de sédio (pH 6,0). O pH de
atividade méxima para essa enzima se situou por volta de 7,5.
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No camardo, as enzimas fenoloxidases sdo responsaveis pelo
aparecimento da cor marrom no crustaceo. Essa enzima esta relacionada
com a bhiosintese de melanina, que é um mecanismo de defesa contra
micro-organismos invasores (LAMELA, 2005).

Marshall e colaboradores, 1987, investigaram as enzimas
fenoloxidases presentes no camardo branco (Penaeus setiferus). Foi
observado que os maiores valores de atividade sdo obtidos em condi¢fes
de pH e temperatura iguais a 7,5 e 40 °C, respectivamente. Acima de 50
°C as enzimas perdem totalmente sua atividade catalitica. Verifica-se
que a extracdo de fenoloxidase com o0 uso de butanol seguido por
cromatografia em coluna de fenil-sefarose mostrou melhores resultados
frente & extragdo com sulfato de amonio seguida de cromatografia.

Além disso, o camardo branco apresenta enzimas mais
susceptiveis a inativagdo durante a purificacdo do que aquelas extraidas
a partir do camardo rosado (MARSHAL, 1999).

3.4. Aplicacéo de lacases
3.4.1. Consideraces gerais

Lacases (E.C. 1.10.3.2) sdo enzimas oxiredutases (pertencente
ao grupo de polifenoloxidases) capazes de oxidar compostos organicos
(especialmente fenol, o-difendis, p-difenois, aminofendis, polifenois,
poliaminas, ligninas e arildiaminas) e inorganicos, utilizando oxigénio
molecular como aceptor final de elétrons, sendo esse composto reduzido
e convertido em agua (YAROPOLOQV, 1994; DUCROQOS, et al., 1998).
Podem ser conhecidas como benzenodiol oxigénio-oxiredutases ou p-
difenol oxidases (THURSTON, 1994; GIANFREDA et al., 1999).

Em fungdo da grande variedade de substratos ao qual a mesma
pode apresentar atividade catalitica, existe uma dificuldade em
diferencia-la de outras enzimas do grupo das polifenoloxidases como
tirosinases. Entretanto apenas as lacases possuem a habilidade de
catalisar a oxidacdo da siringaldazina (THURSTON, 1994).

Sdo encontradas na natureza em uma grande variedade de
plantas, mais de 40 espécies de fungos e em algumas bactérias, sendo
purificada e identificada em mais de 20 organismos diferentes. Em
plantas podem ser identificadas em vegetais como magd, batata, péra
(LEVINE, 1965). Em fungos, é encontrada com maior expressdo em
fungos Basidiomycetes do tipo podriddo branca, sendo que a funcdo das
enzimas lacases para o fungo é contribuir para as diversas reagdes
responsaveis pela degradagéo da madeira (THAKKER et al., 1992). Em
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nivel molecular, as lacases sao glicoproteinas diméricas ou tetraméricas,
gue normalmente possuem quatro atomos de cobre por unidade
monomeérica, distribuida em trés sitios de redugdo (GIANFREDA et al.,
1999).

A maioria das lacases possui massa molecular na ordem de 60 a
80 kDa, com excecdo de algumas enzimas produzidas por Monocillium
indicum, Agaricus bisporus e Aspergillus nidulans que apresentam
valores por volta de 100 kDa (THAKKER et al., 1992; LUISA et al.,
1996). A maioria das lacases sdo proteinas extracelulares e normalmente
as enzimas extraidas de fungos apresentam o ponto isoelétrico entre 3 e
7, enquanto as lacases de plantas apresentam esse parametro na
vizinhanga de 9.

O sitio catalitico das lacases (Figura 3.1) é formado por quatro
atomos de cobre por unidade monomérica que podem ser distinguidos
em trés espécies por espectroscopia de ressonancia eletroparamagnética
(EPR) e UV/Visivel (THURSTON, 1994; SUNDARAN, 1997). As trés
espécies de cobre envolvem;

« tipo 1: responsavel pela cor azul da enzima e pela absorbancia na
regido de 600 nm;

« tipo 2: ndo confere a coloracdo azul da molécula mas pode ser
detectado por espectrofotometria; e

« tipo 3: que consiste em um par de atomos de cobre que apresenta uma
fraca absorcdo na regido do UV mas ndo pode ser detectado por EPR.

H Cadeia Peptidica
P
—CH
w4 P T
N S
N ___,.—--0“\ czo B B cuql
HO—}OI”:-’_'; oH _ CH— CH—$— 'Cu?t —  cu }Dﬂ(ﬂ)
Hi "'-;Qu» /C_O Met Cu(ll
His® 2 i dndan
Tipo2 Ths \ Tipo1 forma totakmente oxidada’
[
3
Tipo 3 H Cadeia Peptidica

Figura 3.1 — Representacdo esquematica do sitio ativo da lacase (ROSA, 2004).

Os &tomos de cobre do tipo 2 e 3 formam uma estrutura tri
nuclear responsavel pela ligacdo com o atomo de oxigénio, sendo essa
estrutura coordenada por oito residuos de histidina, enquanto que o
cobre tipo 1 é responsével pela captura de elétrons e est4 coordenado
por dois residuos de histidina através de atomos de nitrogénio e um de
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cisteina através de atomo de enxofre (COLE et al., 1990; DUCROS et
al., 1998).

O ciclo catalitico das lacases envolve a participacdo de quatro
compostos fendlicos (que serdo os substratos a serem oxidados), quatro
atomos de cobre ligados a enzima, com estado de oxidacdo +2 e uma
molécula de oxigénio. As reacdes ocorrem de forma que o cobre tipo 1
recebe um elétron proveniente da oxidagdo de um compostos fendlico.
Ocorre um rearranjo interno onde elétrons sdo transferidos para outros
atomos de cobre de maneira a manter o cobre tipo 1 com valéncia +2.
Esse processo ocorre até que todos os 4&tomos de cobre sofram reducdo,
sendo necessdria a transferéncia dos quatro elétrons recebidos para o
oxigénio molecular se reduzir até &gua, recondicionando assim o0s
atomos de cobre para um novo ciclo de reagdes (Figura 3.2).

Cu(
A cull E&lﬂl)
cu(l H' HO cull s 5~
] DCU(IJ A4
e
H !
B KANIV}IN

culty o <~ ‘}%‘ 4
cun cutl

w
forma totaimente oxidada “emedﬁﬁo - (
o
g
i o redugdo
. IR
2]
1]
s
+HO r
g
cufp s s culn
cun }mcu.&..)_ cul) }mw -—
Cu(ly Culh)
totaimente reduzida

Figura 3.2 - Ciclo catalitico da lacase. Na Figura, S € um substrato na sua
forma reduzida e S* é um substrato na sua forma oxidada; T1, T2 e T3

representam as espécies de cobre tipo 1, 2 e 3, respectivamente (ROSA,
2004).
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Em geral o pH 6timo para a atividade das lacases é baixo, muito
embora algumas lacases apresentem atividade maxima em pH préximo
de 9 quando sdo extraidas de plantas e atuam em reacfes que envolvem
azida, tiocianida e fluoreto podem interagir com os centros ativos da
enzima e prejudicar a sua atividade. Além disso, agentes complexantes
podem remover ions cobre, fundamentais para a estrutura e atividade da
enzima. Compostos como &cidos graxos, detergentes catibnicos de
amoOnia quaternaria, ions metélicos e hidroxiglicina podem atuar como
inibidores de lacases (DUCROS et al., 1998).

As aplicacbes das lacases na indUstria sdo variadas, recebendo
destaque o0 seu uso em atividades ligadas as areas: téxtil, alimentos,
sintese organica, papel e celulose, biosensores e remediacdo de solos
contaminados. Na industria téxtil sua aplicacdo €é relacionada ao
alvejamento de tecidos, de forma que em 1996 a Novozymes langou a
primeira lacase de uso industrial destinada a essa finalidade recebendo o
nome comercial de DeniLite® (SETTI et al., 1999).

No processamento de alimentos as lacases séo utilizadas para
melhorar ou modificar a aparéncia de alimentos ou bebidas. Alguns
trabalhos demonstraram que compostos fendlicos indesejaveis que
causam cor marrom podem ser eliminados por acdo oxidativa de
enzimas lacases (MINUSSI et al., 2002).

Em se tratando de processos de papel e celulose, a aplicacéo de
tecnologia enzimatica na separacdo e degradagdo da lignina da polpa da
madeira torna o processo mais atrativo sob o ponto de vista ambiental,
reduzindo o uso de substancias téxicas baseadas em compostos com
cloro (KUHAD et al., 1997). O alvejamento biol6gico da polpa de
madeira tem sido estudado em trabalhos realizados com lacases e
manganés-peroxidases em conjunto (BOURBONNAIS et al., 1997).

Existem, ainda, estudos envolvendo a sua utilizacdo na
construcao de biosensores para aplicagdes em andlises clinicas e analises
ambientais. Devido ao seu mecanismo de catalise, pode ser aplicada na
deteccdo de varios compostos fenolicos, oxigénio ou azidas
(HAGHIGHI et al., 2003; KUZNETSQV et al., 2001).

Por fim, outras aplicacdes para essa enzima estao relacionadas a
remediagdo de solos contaminados por HPAs (Hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos), oriundos do impacto ambiental causado pelo
derramamento de dleo e o transporte de combustiveis fosseis (DURAN
et al., 2000).
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3.4.2. Aplicacdo de lacases no tratamento de efluentes

As aplicacOes de lacases no tratamento de efluentes envolvem a
sua participacdo na remocdo de compostos xenobidticos aromaticos de
dificil biodegradacdo, descoloracdo de clorofendis, clivagem de anéis
aromaticos, mineralizagdo de HPAs, descoloracdo de efluentes téxteis e
de papel e celulose (DURAN et al., 2000) e a polimerizacdo de
compostos fendlicos em substdncias insoliveis que possam ser
removidas por processos de floculacdo/sedimentacdo ou filtracdo
(ROPER et al., 1995). Na Tabela 2.1 encontram-se listados alguns
exemplos de trabalhos desenvolvidos com a aplicacdo de lacases.

Tabela 3.1 - Exemplos de trabalhos realizados, aplicando lacases na
remediacdo de contaminantes diversos.
(continua)

Fonte de lacase Nature_za do Tipo de Referéncias
contaminante efluente
Aspergillus sp. Polifendis Papel e (VILLELA;
celulose  SOARES, 2005)
Cerrena Pigmentos Téxtil (MICHNIEWICZ et
unicolor al., 2003)
2,4,5-triclorofenol ~ Sintético (CHO et al., 1999)
Lentinula Fendis totais Oliva (D"ANNIBALE et
edodes al., 1999)
Panus tigrinus ~ Fenol, core DQO  Oliva (D"ANNIBALE et
al., 2004)
Fendis totais Oliva (AGGELIS et al.,
2003)
Pleurotus Remazol blue Téxtil (PALMIERI et al.,
ostreatus 2005)
Fendis totais Sintético (HUBLIK e
SCHINNER,2000)
Pleurotus sajor- Fenois totais Papele  (MUNARIetal.,
caju celulose  2003)
Pigmentos Téxtil (CHAGAS e
DURRANTE, 2001)
Pleurotus spp. Fendis totais Oliva (TSIOUPLAS et al.,
2002)
Pycnoporus Compostos Oliva (JAOUANI et al.,
coccineus aromaticos 2005)
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Tabela 3.1 - Exemplos de trabalhos realizados, aplicando lacases na
remediacdo de contaminantes diversos.

(concluido)
Natureza do Tipo de A
Fonte de lacase contaminante efIEente Referéncias
Trametes hirsuta Pigmentos Couro (RODRIGUEZ
et al., 2004)
Trametes Compostos Oliva (LUCAS et al.,
versicolor aromaticos 2003)
Antraceno e Sintético (COLLINS et al.,
benopireno 1996)
PAH’s Sintético (MAJCHERCZY
et al., 1998)
Pigmentos Teéxtil (PERALTA-
ZAMORA et al.,
2003)
Thichophyton pentaclorofenol  Sintético (JUNG etal.,
sp. 2003)

Pelo consideravel nimero de trabalhos apresentados é possivel
perceber que os estudos envolvendo a aplicacdo de lacases no
tratamento de efluentes com elevados teores de compostos fendlicos,
bem como o estudo de novas fontes de obtencdo e metodologias de
extracdo e imobilizagdo da enzima s@o objetos de estudo bastante
relevantes.

3.4.3. Imobilizacéo de lacases

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos,
fisicos ou biol6gicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o
uso. Para que a catalise seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de protegé-las da interacdo com o solvente, meio no qual é
realizada a reagdo, pois 0 mesmo poderia provocar a inativacao,
impossibilitando a catélise da reacdo. Frente a este problema, novas
técnicas de imobilizacdo tém sido desenvolvidas para fornecer a
estabilidade das enzimas e facilitar sua recuperacdo e reutilizacdo,
através de métodos da incluséo e ligacdo quimica (SCHMIDELL et al.,
2001).

O custo elevado dos processos de extracdo e purificagdo das
macromoléculas enzimaticas e sua grande instabilidade em solugéo sdo
obstaculos a recuperacao do biocatalisador, ap6s a utilizacdo. Por isso, a
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maioria das operagdes industriais é feita de maneira descontinua, por
bateladas, com a renovacdo da enzima no inicio de cada ciclo. A
imobilizacdo sobre suporte insolivel que € acompanhado,
frequentemente, de um aumento da estabilidade da enzima, facilita o
emprego de reatores continuos, funcionando por longos periodos, sem
renovacao do catalisador (SCRIBAN, 1985; WISEMAN, 1985).

Os principais métodos para imobilizacdo de enzimas
encontram-se destacados na Figura 3.3. O método adequado deve ser tal
que as propriedades do catalisador ndo sejam prejudicadas devido a
imobilizacdo. Essas propriedades se referem a estrutura terciaria, em
particular, com relacdo ao seu sitio ativo. Além disso, para ser efetivo na
imobilizagdo o0 suporte deve deixar a enzima acessivel aos substratos,
manter sua atividade por um longo periodo e permitir que o sistema
(suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram
perdas na atividade enzimatica (SCRIBAN, 1985; FABER, 2000).

[ Enzimas Imobilizadas ]

| |

[ Matriz ] [ Membrana ] [ Adsorg¢do ]

Ligagéo

Covalente

Figura 3.3 - Principais métodos de imobilizagdo de enzimas (SCRIBAN,
1985).

A imobilizacdo de uma enzima por meio de ligagdo quimica
entre 0 suporte e a enzima pode ocorrer por ligacdo covalente. Nesse
método, uma reacdo quimica cria uma ligacdo irreversivel entre a
molécula enzimatica e os grupos reativos do suporte (SCRIBAN, 1985).
Esse método, embora apresente uma tendéncia em reduzir a atividade da
enzima de maneira a modificar a sua estrutura tridimensional nativa,
confere uma elevada estabilidade ao sistema enzima-suporte. Em alguns
casos é possivel ocorrer uma modificacdo na estabilidade da enzima em
funcdo da sua imobilizacdo. Embora ocorra uma diminuicdo na
atividade da enzima em funcdo da sua imobilizacdo por ligacdo
covalente, a significativa estabilidade conferida ao biocatalisador torna
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esse método bastante atrativo (SHULER, et al., 2002). A Tabela 3.2
apresenta os principais grupos funcionais responsaveis pela fixacio da
enzima em suportes.

Tabela 3.2 - Principais grupos funcionais responsaveis pela formagéo de
ligacdo covalente entre enzima e suporte.

Funcédo Organica Grupamento Funcional
Funcdo Amida N terminal
NH, (Lisina)
Funcao carboxilica COOH (4cido aspartico)

COOH (acido glutamico)
COOH terminal

Funcéo Tiol SH (cisteina)
Nucleo fendlico Tirosina
Nucleo imidazol Histidina
Funcéo hidroxila OH serina, treonina

Fonte: Scriban (1985)

Os agentes multifuncionais mais empregados para a formagéo
da ligagdo covalente (cruzada) entre enzima e suporte sdo: glutaraldeido,
alginato, carbodiimida (EDC) e g-aminopropiltrietoxissilano (g-APTS).
Com relacdo a imobilizacdo de lacases, diversos suportes vém sendo
empregados para imobilizacdo, recebendo destaque: vidro poroso, gel de
alginato, gel de poliacrilamida, vitro-ceramicos, grafite, alumina,
membrana de nylon, membrana de teflon, poliuretano, platina, quitina,
quitosana, entre outros (DURAN et al., 2002).

A quitosana é um polissacarideo que pode ser obtido por
desacetilacdo da quitina, biopolimero que perde apenas para a celulose
em termos de disponibilidade na natureza (PETER, 1995). Em termos
de estrutura, a quitosana pode ser definida como um copolimero de 2-
amino-2desoxi-D-glicopiranose (Figura 3.4) de composicao variavel em
funcdo do grau residual de acetilagdo e polimerizacdo. Em geral,
denomina-se quitosana o biopolimero obtido por desacetilagcdo de pelo
menos 60% dos grupos encontrados na quitina. Em funcdo disso,
quitosana e quitina apresentam solubilidades diferentes, sendo a
quitosana sollvel em solugdes aquosas de acidos (organicos e
inorgénicos), enquanto a quitina apresenta-se como insolivel em uma
ampla variedade de solventes (GOY et al., 2004) .
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Figura 3.4 - Representacdo da formula estrutural da quitosana
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

A producdo industrial de quitosana é crescente, sendo que
alguns fatores contribuem para esse fato como a abundancia de matéria-
prima, principalmente o aproveitamento de residuos de baixo custo e o
volume de trabalhos académicos e aplicados que evidenciam as
possibilidades de uso da quitosana para diversos fins.

Alguns trabalhos envolvem a aplicagdo de quitosana na
imobilizacdo de enzimas lacases por ligagdo cruzada. Villela e Soares
(2005), estudaram a imobilizacdo de lacases de Aspergillus sp. e sua
aplicacdo no tratamento de efluentes da industria de papel e celulose,
obtendo remogdo por volta de 65 % de compostos fendlicos presentes no
efluente. Lacases de Lentinula edodes também foram imobilizadas em
quitosana e apresentaram remocdo de até 100 % de algumas espécies
fendlicas ap6s um tempo de incubacdo de 24 horas (D’ANNIBALE et
al., 1999). Lacase de Coriolus versicolor imobilizada foi aplicada na
remocdo de 2,4-diclorofenol em solu¢do aquosa. Os resultados
demonstram que apdés a imobilizacdo as condicdes otimizadas de
atividade enzimatica foram de pH proximo a 5,5 e temperatura na faixa
de 35 a 45 °C. Apo6s seis ciclos de reacdo em batelada o catalisador
manteve por volta de 50 % da atividade observada inicialmente
(ZHANG et al., 2009).

Araljo e colaboradores (2005), estudaram a imobilizagdo de
lacases obtidas de diversas fontes: Pleurotus ostreatus, Botryosphaeria
sp., e Aspergillus sp.. Os resultados apontaram que a lacase proveniente
de Botryosphaeria sp. apresentou a maior atividade entre todas as
enzimas testadas. Lu, et al. (2007), imobilizaram lacases em sistema
alginato-quitosana para remocdo de cor em efluente téxtil. A melhor
condicdo para imobilizacdo envolveu a seguinte composicdo: (2%
alginato de sédio, 2 % CaCl,, 0,3 % quitosana e razdo volumétrica de
enzima em relacdo ao alginato 1:8. Apds trés ciclos de batelada o
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sistema enzima suporte apresentava um residual de atividade de 35,73 %
em relacdo ao valor observado inicialmente.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Enzima

A enzima utilizada neste trabalho foi a lacase de Aspergillus sp.,
comercializada em sua forma livre pela Novozymes com o nome de
Denilite ™.

4.2.Reagentes

Além da enzima, foram utilizados os seguintes reagentes:
quitosana, siringaldazina, 4 — aminoantipirina e perssulfato de sddio
(Sigma — aldrich); 2,6 — dimetoxifenol, o — cresol, m — cresol, p — cresol,
o — etilfenol, p — etilfenol, 2 — isopropilfenol, 2,3,5 — trimetilfenol, acido
p-hidroxibenzoico, 4 — nitrofenol, 2,3-xilenol, 2,4-xilenol, 2,5 — xilenol,
2,6 — xilenol, 3,4 — xilenol, 3,5-xilenol e cloreto de aménio (Merck);
fosfato de potéassio, tartarato de sodio, acido tartarico e acido acético
(Vetec); hidréxido de aménio, solucdo de glutaraldeido 25%, fenol e
hidréxido de sédio (Nuclear).

4.3. Material

Os equipamentos empregados encontram-se listados na Tabela
4.1.

Tabela 4.1- Lista de equipamentos utilizados no trabalho.

Equipamentos Marca/Modelo
pHmetro Hanna
Banho-maria tipo Dubnoff | Nova Técnica
Banho-maria com | Fanem

recirculagdo externa
Espectrofotbmetro UV-Vis | Varian/Carry 300
Espectrofotbmetro UV-Vis | Femto

Bomba peristaltica Digimed

Todos os equipamentos apresentados foram calibrados segundo
metodologias especificas sugerida pelos fabricantes.
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4.4, Otimizacao do processo de imobilizagdo
4.4.1. Caracterizacdo da quitosana

A quitosana utilizada neste estudo foi caracterizada em termos de
grau de desacetilagdo. Para este estudo foi realizada a quantificacdo dos
grupamentos amino presentes na estrutura da quitosana utilizando a
técnica de titulacdo potenciométrica. Para isso foi utilizada uma solucéo
de 0,2 g de quitosana diluida em 20 mL de &cido cloridrico 0,3 mol.L™ e
200 mL de agua destilada. Essa solucéo foi titulada com outra solucédo
contendo NaOH 0,2 mol.L™". Foram adicionadas aliquotas de 0,5 mL da
solucdo titulante até seu volume final de 80 mL. A conversdo dos
grupamentos amino foi calculada de acordo com a Equacéo 4.1:

[NaOH]. (V' = V).MM
X = v (4.1)

onde:

X = grau de desacetilacéo,

V= volume de NaOH correspondente & neutralizacdo do excesso de HCI
na solucdo (mL),

V'= volume de NaOH correspondente & neutralizacdo dos grupamentos
amino presentes no polimero (mL),

[NaOH]= concentrago da solugdo de NaOH (mol.L™),

W=massa da amostra de quitosana em mg,

MM = 161 g.mol™ corresponde & massa equivalente a um mondmero do
polimero (BROUSSIGNAC, 1972).

4.4.2. Obtencdo das capsulas de quitosana

As cdapsulas de quitosana foram preparadas dissolvendo a
quitosana (0,50g) em 40 mL de solucdo de &cido acético 5% (m/v). O
gel formado foi gotejado com bomba peristéltica em solugédo de NaOH 2
mol.L™, utilizado como banho para precipitacdo das capsulas (Figura
4.1). Essas permaneceram em solugdo por 12 horas (VILLELA, 2006).
Em seguida as capsulas foram separadas e lavadas com &gua deionizada
até a agua de lavagem apresentar pH préximo de 8 e posteriormente
foram colocadas em solucdo de glutaraldeido (0,5 a 5 %) para
entrecruzamento.
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Sentido

Solugdo do fluxo
quitosana

¥ NaOH 2 mol/L

¥ g

Figura 4.1 - Processo de gotejamento da solugdo de quitosana em solucéo de
hidréxido de sédio 2 mol.L™, através de uma bomba peristaltica.

4.4.3. Imobilizacdo da lacase nas capsulas de quitosana

As capsulas de quitosana foram lavadas com agua deionizada
para remocéo total do aldeido em excesso. Esse processo foi conduzido
até a agua de lavagem apresentar teste negativo com aplicacdo de
reagente de Feder (MORITA; ASSUMPCAO, 1995), que avalia
gualitativamente a presenca de aldeido em solu¢do aquosa.

ApOs essa etapa, as capsulas foram mergulhadas em solucéo
enzimatica em diferentes concentracdes de enzima (de 1 a 10 g.L ) e
condicdes de pH (de 3,5 a 8,0). Os fatores concentracdo de glutaraldeido
utilizado para promover o entrecruzamento, tempo, pH e concentracdo
de enzima no processo de imobilizacdo foram avaliados em relacéo a
sua influéncia sobre a atividade enzimética total conferida ao
biocatalisador obtido. A combinacdo dos fatores foi definida através de
um planejamento de experimentos do tipo delineamento central
composto rotacional, com repeticdo do ponto central (DCCR). O
resultado do planejamento esta apresentado na Tabela 4.2. As diversas
etapas apresentadas até entdo podem ser visualizadas de forma
esquematica na Figura 4.2.
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Solugéo HAc 5% Qunosana - 7H
(40 mL) 059) rau de desacetilagao

1- Dissolugao da quitesana |
{1 0,2 gquitosana+ 20 mL HCI 0,3M
+200 mL H,0
L ]

Agua
NaOH G\ularalde\du doionizada {\
2,0 mollL Agua (0.5;1,0; 3,0; 4,0; 5,0 %)

12 horas

deionizada Solugdo enzima
(1.0;2,0;4,0,6,0; 100g/L)
X pH
s | 5 i (3.5:4.5;5.5:6,5:8,0)

Tempo
(1.0:2,5:4.0; 5,5, 9,0)

Reagente Feder v 4- Imotilizgia
pH8.0 3- Ativagao com glutaraldeido {\
2- Precipita3o das capsulas Teste atividade: A
: j Agua
siringaldazina

deionizada

\ V)

Figura 4.2 — Etapas envolvidas no processo de formagdo das cépsulas do
biocatalisador: 1- dissolucdo da quitosana, 2-precipitacdo, 3-ativacdo com
glutaraldeido e 4-imobilizag&o.

Tabela 4.2 — Tabela apresentando os experimentos delineados pela combinacéo
entre os niveis dos diversos fatores envolvidos no processo de imobilizagdo da
Lacase em quitosana.

(continua)
Teste | pH Concentre}géo de | Tempo Congentragéo_?e
glutaraldeido.(%) | (h) enzimas (g.L™)
1 4 1 25 2
2 4 1 2,5 6
3 4 1 5,5 2
4 4 1 5,5 6
5 6,5 1 2,5 2
6 6,5 1 25 6
7 6,5 1 55 2
8 6,5 1 55 6
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Tabela 4.2 — Tabela apresentando os experimentos delineados pela combinacéo
entre os niveis dos diversos fatores envolvidos no processo de imobilizagéo da

Lacase em quitosana.

(concluido)
Teste | pH Concentra}géo de | Tempo Conpentra(;éo_ge
glutaraldeido (%) | (h) enzimas (g.L™)

9 4 4 2,5 2

10 4 4 2,5 6

11 4 4 55 2

12 4 4 55 6

13 6,5 4 2,5 2

14 6,5 4 2,5 6

15 6,5 4 55 2

16 6,5 4 55 6

17 5,5 0,5 4 4

18 5,5 5 4 4

19 3,5 3 4 4

20 8 3 4 4

21 5,5 3 1 4

22 5,5 3 9 4

23 5,5 3 4 1

24 5,5 3 4 10

25 5,5 3 4 4
*36 | 55 3 4 4

*Do experimento 25 ao 36, os niveis dos fatores foram mantidos constantes.
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4.4.4, Medida da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada a partir da reagdo
caracteristica com reagente siringaldazina. Este método se baseia na
oxidacdo de siringaldazina para sua forma quinona, que apresenta
absorcdo a 525 nm (¢ = 65 mM™.cm™). Os dados foram obtidos com o
auxilio de um espectrofotdmetro UV-Vis da VARIAN, modelo Carry
300. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a ciuantidade de
enzima imobilizada/livre necessaria para oxidar 1 umol.L™ de substrato
por minuto.

4.4,5. Caracterizacdo do biocatalisador obtido

Para caracterizacdo das capsulas de quitosana contendo a enzima
imobilizada foi determinada a sua massa especifica e o didmetro médio.

A massa especifica foi medida com o auxilio de um picnémetro
de 25 mL, apresentando uma massa m,. Para esse ensaio foram
utilizadas 10 capsulas contendo a enzima imobilizada, que foram
previamente pesadas (m,). Ao picndmetro foram adicionadas as
capsulas e em seguida agua em quantidade até ocupar o volume total do
dispositivo. A massa total do conjunto picndmetro, capsulas e agua
foram medidas (m3). O experimento foi realizado em triplicata. Dessa
forma a massa especifica das capsulas de quitosana pode ser
determinada pela Equacdo 4.2. Para este estudo foi utilizada uma
balanca com preciséo de 0,0001 g.

m;
= 4.2
P [V—(m3—m; — mz)PHzo] (42)
onde:
p  :massa especifica da capsula com enzima em g.cm®,

m, :massado picndmetro (g),
m, :massa das capsulas de quitosana com enzima (g),
ms . massa total do conjunto picnémetro, capsulas e agua (g),
vV :volume do sistema 25 mL.
Pu,0 - Massa especifica da agua em g.cm?

Com relagdo ao didmetro médio, foi utilizado um paquimetro
para medida do didmetro de 10 capsulas obtidas apds o processo de
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imobilizacdo. O valor médio foi determinado com base nas 10
medicdes.

45.Avaliacdo da influéncia do tempo de estocagem do
biocatalisador

Para avaliacdo do tempo de estocagem do biocatalisador foram
realizadas medidas da sua atividade enzimatica total ao longo do tempo
(1 a 30 dias). Os resultados obtidos representam a cinética de perda de
atividade da enzima, devido a sua exposicdo sob diferentes condicGes de
pH (4,0, 7,0 e 8,0) e temperatura (8, 23 e 40 °C).

Experimentalmente, 50 cépsulas com enzimas imobilizadas
foram adicionadas em 50 mL de &gua deionizada/solucdo tampéo,
produzidas de acordo com a condi¢do otimizada selecionada apés a
realizacdo das etapas descritas na secdo 4.2.3. As condigBes de
estocagem aplicadas no estudo estdo apresentadas na Tabela 4.3. Os
sistemas foram mantidos em repouso.

Tabela 4.3 — CondigOes de temperatura e pH aplicadas para avaliacdo da
estabilidade da enzima. Em cada condi¢do foram adicionadas 50 capsulas em 50
mL de meio liquido.

(continua)
Condicdes Temperatura média (°C)
Ambiente 23
Estocagem a seco
Geladeira 8
Ambiente 23
Agua deionizada
Geladeira 8,5
Banho 40
Solugao tampdo tartarato/ "o 23
PH =40 Geladeira 8
Banho 40
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Tabela 4.3 — CondicBes de temperatura e pH aplicadas para avaliacdo da
estabilidade da enzima. Em cada condicéo foram adicionadas 50 capsulas em 50
mL de meio liquido.

(concluido)
Condigdes Temperatura média (°C)
Solugio tampéio fosfato o 23
Pri=80 Geladeira 85
Banho 40

O acompanhamento da atividade enzimatica total do
biocatalisador foi realizado por até 30 dias, enquanto 0 mesmo ainda
apresentava atividade enzimatica. Para a primeira semana a avaliagdo foi
diaria e apos esse periodo o ensaio foi efetuado a cada dois dias.

Os dados obtidos foram transformados em curvas de atividade
enzimatica total ao longo do tempo. Em outras palavras, foi expressa a
concentracdo de enzima nativa restante no sistema enzima-suporte apés
determinado tempo de estocagem. Foi ajustado um modelo cinético de
1% ordem, conforme Equagéo 4.3, para relacionar a atividade enzimatica
residual no biocatalisador em funcéo do tempo de estocagem.

A kO] = i) @3

Onde:

N = enzima nativa,

D = enzima desnaturada,

[N] = concentragdo de enzima nativa (U.g™),

[N,in] = concentracéo de enzima nativa no equilibrio (U.g™),
K, = constantes de desnaturagdo (h™).

Através do valor da constante cinética, foi possivel ainda

determinar o tempo de meia-vida da atividade do biocatalisador,
avaliada pela Equacdo 4.4.
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0,693 (4.4)
Kq

tyjp = —

Onde:
t1/2= tempo de meia vida (dia).

4.6. Aplicacfes na bioconversao de diferentes derivados fenolicos em
regime batelada.

4.6.1. Experimentos de bioconversdo de derivados fendlicos mediados
pela lacase imobilizada

Diferentes derivados fendlicos de baixa massa molecular foram
submetidos & bioconversdo enzimdtica utilizando a lacase imobilizada
em quitosana. Para esses ensaios foram incubadas 15 capsulas (com
atividade enzimatica total de aproximadamente 30 U) em 5 mL de
solucdo contendo 10 mg.L™ de cada substrato apresentado na Tabela
4.4, As reagbes foram realizadas em banho-Maria nas temperaturas de
20, 30 e 40 °C. A eficiéncia de bioconversdo foi avaliada em func¢éo da
relacdo entre concentracdo de fendis de baixa massa molecular na
solucdo original e ap6s 24 horas de incubacdo. Para verificar o efeito de
adsorcao do substrato pelas capsulas de quitosana, foram misturados 15
capsulas de quitosana entrecruzada, sem a ligacdo de enzimas a sua
superficie com 5 mL de solucdo 10 ppm dos derivados fenolicos
apresentados na Tabela 4.6. Dessa forma, a eficiéncia de remogéo de
compostos fendlicos por adsor¢do (%) foi avaliada em fungdo da
quantidade de derivado fendlico adsorvido (Cfing; — Cinicia1) €M relagao
a quantidade inicial submetida ao processo de adsor¢ao (Cipniciar)- ESSE
experimento foi realizado para as varias temperaturas estudadas.

_ Cfinal = Cinicial

% .100

Cinicial
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Tabela 4.4- Compostos utilizados para avaliacdo da capacidade de bioconversdo
de compostos fenolicos de baixa massa molecular.

(continua)

Nome Foérmula
OH
o-cresol @/ CHa
OH
m-cresol @
CHy
p-cresol O—OH
OH
o-etilfenol
p-etilfenol

2-isopropilfenol

2,3,5 — trimetilfenol

Acido p-hidroxibenzoico

4-nitrofenol
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Tabela 4.4 - Compostos utilizados para avaliagdo da capacidade de
bioconversdo de compostos fendlicos de baixa massa molecular.

(concluido)

Nome

Foérmula

2,3-xilenol

OH
CHs

Q

CHs

2,4-xilenol

OH
CHs

O
I
b z ;

2,5 — xilenol

OH
CHz

o

HiC

2,6 - xilenol

o]

I

HiC

(@]
I
&

3,4 — xilenol

OH

Yo

CHs
CHjz

3,5-xilenol

OH

o

H3C CHj3

Fenol

OH

Q0

4.6.2. Determinacdo da concentracdo de fendis de baixa massa

molecular.

Para determinacdo da concentracdo de fendis de baixa massa
molecular foi aplicado o método colorimétrico com 4-aminoantipirina,
(APHA, 2005). Para andlise, foram tomados 1000 pL de amostra e
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adicionados 200 pL de solucdo tampdo aménia pH 10,0, 200 uL de
solucdo perssulfato de sédio (5% m/v) e 200 uL de solucdo de 4-
aminoantipirina (2% m/v). O acompanhamento da reacdo da 4-
aminoantipirina com estruturas fendlicas oxidadas com perssulfato de
sodio foi realizado a 504 nm.

4.7.Estudo cinético da bioconversdo de compostos fendlicos em
reator batelada.

Para avaliacdo cinética da bioconversdo de compostos fendlicos
utilizando a lacase imobilizada em quitosana, foram utilizados dois
substratos padrdo, a siringaldazina e o 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP).
Esses compostos, quando oxidados, liberam produtos que podem ter
suas concentracfes medidas por espectroscopia na regido do visivel (525
nm e 470 nm, respectivamente). Alguns trabalhos citam a utilizacdo
desses compostos para medida da atividade catalitica de enzimas lacases
(HARKIN; OBST, 1973; JOHANNES; MAJCHEREZCYK, 2000).

4.7.1. Avaliacdo da cinética de bioconversdo utilizando siringaldazina.

A lacase imobilizada foi aplicada na oxidacdo da siringaldazina
(1). Foi medida a velocidade inicial da reagdo, sob diferentes condicdes
de temperatura (20, 30 e 40 °C), concentracdo de enzima de (1,6, 3,2 e
48 U.mL™Y), equivalente a 4, 8 e 16 capsulas em 5 mL, e de
concentragdo de substrato (1,6; 3,2; 6,5; 13,0; 20,0; 25,0 e 38 umol.L™).

HaCO OCH,3
AL N2

Ho—/ Y—" " Non )
\}:/' \:<

H,CO OCH;

O acompanhamento da reacdo foi realizado através de
espectrofotometria UV-Vis, na regido de 525 nm. Para os ensaios foram
utilizados vials de 10,0 mL, no qual foram adicionados 5,0 mL de
solucdo tampdo de tartarato pH 4,0, o sistema enzima-suporte e um
volume equivalente de solugdo alcodlica contendo o substrato, em valor
conforme as concentragfes citadas anteriormente. O sistema ficou em
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agitacdo orbitalar constante em banho-Maria do tipo Dubnoff. Ao final
de 5,0 minutos, 1,0 mL de amostra foi coletada para andlise. A variacéo
da absorvancia neste intervalo de tempo representou a velocidade inicial
da reacdo, que foi convertida em variagio da quantidade de
substrato/tempo aplicando-se o fator de extingéo, &, 65 mmol.L™ para a
siringaldazina (HARKIN; OBST, 1973).

A sele¢do do pH 4,0 foi definida em funcdo de estudos anteriores
(VILLELA, 2006), nos quais se verificou que para esse valor de pH
ocorre a maior velocidade da reagdo de oxidacdo utilizando a
siringaldazina como substrato da enzima lacase imobilizada em
quitosana como catalisador.

4.7.2. Avaliagdlo da cinética de bioconversdo utilizando
2,6 — dimentoxifenol (2,6 — DMP).

Para as reacOes utilizando o0 2,6 — DMP (2), as concentragdes de
substratos aplicadas foram: 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 150 mg.L™ o
equivalente a 6,2; 15,6; 31,2; 62,5 e 93,7 umol.L™". Para os ensaios
foram utilizados vials de 10,0 mL, no qual foram adicionados 5,0 mL de
solucdo tampdo tartarato pH 5,0, o sistema enzima-suporte e um volume
equivalente de solucdo alcodlica contendo o substrato, em valor
conforme as concentragdes citadas anteriormente. Esse valor de pH foi
determinado em funcdo da maior atividade da enzima imobilizada,
utilizando este composto como substrato. O sistema ficou em agitacdo
orbitalar constante em banho-Maria do tipo Dubnoff. Ao final de 5,0
minutos, 1,0 mL de amostra foi coletada para analise. As concentragdes
de enzima utilizadas foram 2, 4 e 6 U.mL™, equivalentes a 5, 10 e 15
capsulas adicionadas em 5,0 mL de meio reacional. O acompanhamento
do produto gerado foi realizado em 470 nm. Para expressdo dos dados
em concentracdo molar, foi utilizado um fator de extinc¢éo igual a 49,6
mmol.L™! JOHANNES; MAJCHEREZCYK, 2000).

OH

H5CO

%, -OCH3 @)

P
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4.7.3. Ajuste de modelos cinéticos.

Para correlacionar matematicamente a influéncia da concentracao
de substratos na velocidade inicial da reacdo, foi utilizada o modelo
cinético para enzimas de Michaelis e Menten (Equacéo 4.5).

vmax [S]
— —maxD] 4.
GEY “9
Onde:
v :Velocidade da reagdo em pmol.L™".s™

: Velocidade da reacdo em condicdo de saturacdo
Ymax e substrato pmol.L™.s™.
Ky : Constante de Michaelis e Menten em pmol.L™.
[S] : Concentracéo de substrato em pmol.L™.

O ajuste do modelo foi realizado através do Software
STATISTICA 7, utilizando a funcdo de ajuste de modelos nédo lineares
do tipo Gauss-Newton através do método dos minimos quadrados.

4.7.4. Avaliacdo da estabilidade operacional frente a varios ciclos
oxidativos

Para avaliacdo da estabilidade operacional do biocatalisador
obtido, foram realizadas repetidas bateladas com as condi¢bes
apresentadas no item anterior. Entre cada reagdo, as capsulas foram
lavadas com &gua deionizada e novamente incubadas em solucéo
reagente. Foi realizado um nlmero de oito ciclos oxidativos. A
capacidade de reutilizacdo do biocatalisador foi avaliada pela medida da
velocidade inicial da reacdo ao final de cada batelada.

4.8.Estudo da estabilidade do biocatalisador aplicado em reator
continuo de leito fixo.

4.8.1. Experimentos em reator continuo

Para avaliacdo da estabilidade operacional da enzima em fluxo
continuo, foi montado um reator de vidro com diametro de 8 mm e
altura de 200 mm. O mesmo foi empacotado com trés quantidades
diferentes de biocatalisadores (sistema enzima+suporte), 0,5, 1,0 e 2,0 g,
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equivalente a atividades enzimaticas medidas com siringaldazina, de
aproximadamente 50, 100 e 200 U, respectivamente. O reator possui
uma camisa por onde foi circulada 4gua para aquecimento,
condicionando o processo em trés temperaturas de trabalho diferentes:
20, 30 e 40 °C (Figura 4.3).

Figura 4.3- Imagem do sistema empregado para estudo da aplicagdo da lacase
imobilizada em reator continuo de leito fixo.

Foram utilizados dois substratos padrGes para o estudo,
siringaldazina e 2,6-DMP. O primeiro substrato foi alimentado
juntamente com solucdo tampéo tartarato pH 4,0 e o segundo com
tampdo tartarato pH 5,0. Em ambos os casos na alimentacdo a
concentracdo de substrato foi mantida em 10 ppm. A solugdo de
alimentacdo foi mantida constante e igual a 50 mL.h™. A formacdo de
produto de oxidagdo foi acompanhada em 525 nm, no caso da
siringaldazina, e em 470 nm, para o 2,6-DMP. Um diagrama
esquematico representando o sistema apresentado pode ser visualizado
na Figura 4.4.
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Amostras

Reator

‘\ - Vazao de 50 ml.h™.

Bomba peristaltica
Banho-Maria

Solugdo Substrato

- Acompanhamento 470/525 nm.

Figura 4.4 - Diagrama esquematico apresentando os dispositivos empregados na
avaliacdo da bioconversdo de compostos fendlicos em reator continuo com
lacase imobilizada.

4.8.2. Ajuste de modelo de perda de atividade do biocatalisador

Com o objetivo de representar matematicamente 0
comportamento da perda de atividade da enzima com o tempo, foi
ajustado o modelo proposto por Sadana (1980), que descreve a
desativacdo de enzimas imobilizadas ao longo do tempo. Segundo esse
modelo, devido a complexidade da molécula de enzima a constante de
perda de atividade apresentada na secdo 4.3 assume varios valores
durante o curso da reacdo, podendo diminuir ou aumentar ao longo do
tempo. Dessa forma, para enzimas imobilizadas ela tende a diminuir
com o tempo. O modelo proposto se encontra ilustrado a seguir
(Equacéo 4.6).

1 (4.6)
=1—-= 2
a det

Onde:

a = fracdo de enzima nativa.
k, = constante de desativagio do modelo de Sadana (h™).

Sendo o tempo de meia vida (t;,,) do biocatalisador representado pela
Equacéo 4.7.
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1

O ajuste do modelo foi realizado através do Software
STATISTICA 7, utilizando a funcdo de ajuste de modelos ndo lineares
do tipo Gauss-Newton através do método dos minimos quadrados.
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5. Resultados e Discussao

5.1.Caracterizacdo da quitosana

A quitosana utilizada no estudo foi caracterizada através da medida
do grau de desacetilacdo. Visando maximizar a reprodutibilidade das
medidas a serem realizadas, foi utilizada nesse estudo uma quitosana
comercial de boa qualidade (Sigma-Aldrich), que apresenta
caracteristicas homogéneas e determinadas.

Com relacdo ao primeiro item, a curva de titulacdo potenciométrica
obtida encontra-se ilustrada na Figura 5.1. Optou-se por esse método por
sua simplicidade e precisdo, embora outros métodos pudessem ter sido
selecionados como espectroscopia UV-Vis (TAN et al., 1998), FTIR
(Shigemassa et al., 1996), espectrometria de massa (DUARTE et al.,
2001) e espectrometria de ressonancia magnética nuclear (LAVERTU et
al., 2003).
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Figura 5.1 — Curva de titulagdo potenciométrica para determinagdo do grau de
desacetilacdo da quitosana utilizada no estudo.

A curva apresentada apresenta dois pontos de inflexdo, o primeiro
relacionado a neutralizacdo do excesso de HCI na solucéo e o segundo
referente & neutralizacdo dos grupos amino protonados. Para facilitar a
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determinacdo dos dois pontos de inflexdo foi construido o grafico da
derivada de primeira ordem (Figura 5.2) da curva apresentada na Figura
5.1.
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Figura 5.2 — Apresentacdo da primeira derivada da curva de titulacdo
potenciométrica. Os dois picos assinalados se referem as duas inflexdes
apresentadas pela curva da Figura 5.1.

O grau de desacetilacdo calculado através da Equacéo 4.1 foi igual
a 86,94 %. Diversos trabalhos envolvendo a utilizagdo da quitosana
como suporte para imobilizacdo de enzimas foram publicados, sendo
gue o grau de desacetilagdo variou entre 50 e 92,5 % (MARTINO et al.,
1996; LIN et al., 2002; ADAMIEC; MODRZEJEWAKA, 2004). Assim,
a quitosana aplicada apresentou esse parametro dentro da faixa de
valores aplicado. Esse parametro é um fator positivo para o processo de
imobilizagdo, pois indica que existe um bom ndmero de grupos amino
para realizacdo de ligacdo com o glutaraldeido. Este efeito garante uma
maior estabilidade para o sistema enzima-suporte, além de assegurar um
maior rendimento de imobiliza¢do por potencializar um maior nimero
de ligacdes com as moléculas de enzima (RODRIGUES et al., 2005).
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5.2.Otimizagao do processo de imobilizagéo

A otimizacdo do processo de imobilizacdo teve como objetivo
definir a condi¢do para obtencdo de um biocatalisador que apresentasse
a maior atividade enzimatica total possivel. Dessa forma, foi
selecionado o método DCCR (Delineamento fatorial central composto
com adicdo de ponto rotacional). Esse método foi selecionado por
permitir verificar a influéncia de diversas variveis sobre uma varidvel
resposta, com 0 menor numero de experimentos possiveis. Além disso,
permite verificar a reprodutibilidade dos experimentos, avaliando a
repeticdo dos valores obtidos para o ponto central.

Com a realizagdo dos experimentos delineados pelo planejamento
experimental apresentado na Tabela 4.2, foi possivel definir a condicdo
otimizada para promover a imobilizacdo da lacase em quitosana através
de ligagdo cruzada. Os resultados estéo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1- Respostas obtidas apos a realizacdo dos ensaios determinados pelo
planejamento experimental.

(continua)
Conc. de Conc. .
Teste | pH Glut. Terr?po de enzima At'l\J”d.?de

o | W | @y | G
1 4 1 2,5 2 15,19
2 4 1 2,5 6 46,85
3 4 1 55 2 35,20
4 4 1 55 6 85,01
5 6,5 1 2,5 2 10,89
6 6,5 1 2,5 6 29,60
7 6,5 1 55 2 23,48
8 6,5 1 55 6 103,38
9 4 4 2,5 2 20,27
10 4 4 2,5 6 46,68
11 4 4 55 2 34,52
12 4 4 55 6 80,30
13 6,5 4 2,5 2 15,30
14 6,5 4 2,5 6 36,28
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Tabela 5.1- Respostas obtidas ap6s a realizacdo dos ensaios determinados pelo
planejamento experimental.

(concluido)
nc. Tem Conp. Ativi
Teste | pH gl?;t.c(tgf) e(h)Ioo de(snl_z.'f)na (u.gl'fil)Ole
15 6,5 4 55 2 29,13
16 6,5 4 55 6 68,40
17 55 0,5 4 4 21,47
18 55 5 4 4 48,59
19 35 3 4 4 63,85
20 8 3 4 4 54,68
21 55 3 1 4 31,93
22 55 3 9 4 51,08
23 55 3 4 1 20,27
24 55 3 4 10 15,62
25 55 3 4 4 32,22
26 55 3 4 4 41,90
27 55 3 4 4 46,33
28 55 3 4 4 40,21
29 55 3 4 4 40,75
30 55 3 4 4 38,43
31 5,5 3 4 4 32,22
32 55 3 4 4 40,34
33 55 3 4 4 46,56
34 55 3 4 4 40,33
35 55 3 4 4 40,75
36 55 3 4 4 39,43
Através dos resultados obtidos pode-se observar que existem

faixas de valores para os fatores analisados, que exercem significativa
influéncia sobre a atividade da lacase ap6s sua imobilizacdo. O processo
de imobilizagcdo envolve a ligacdo de residuos de aminodcidos ao
suporte, sendo que a enzima precisa conservar suas distancias
intermoleculares, tornando a sua estrutura mais rigida. Assim, a enzima
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se torna mais resistente a adicdo de agentes desnaturantes. Entretanto,
guando o numero de ligacbes cruzadas € elevado, devido a alta
concentracdo de glutaraldeido, concentracdo de enzimas no meio ou
tempo de imobilizacdo, ocorre um aumento na rigidez da enzima ligada,
trazendo como consequéncia uma limitacdo nos possiveis modos de sua
conformagdo e, portanto, diminuicdo da atividade enzimatica. Para
baixos valores de concentracdo de enzima e tempo de imobilizacéo,
ocorre um menor numero de ligacBes entre a enzima e 0 suporte,
gerando um sistema com menor atividade enzimatica.

Estes efeitos demonstram a importancia do experimento de
otimizacdo da condicdo de imobilizacdo, possibilitando a obtencéo de
um sistema com a maior atividade catalitica possivel.

A melhor condi¢do de trabalho, ou seja, a combina¢do de
fatores que possibilitou a obtencéo de um sistema com a maior atividade
enzimatica total observada, envolveu o experimento 8. Nesse ensaio, 0
entrecruzamento das capsulas de quitosana ocorreu com concentracdo
de glutaraldeido igual a 1%, pH do meio de imobilizacdo de 6,5, com
um concentragdo de enzimas de 6,0 g.L™ e tempo de imobilizagdo igual
a 5,5 horas.

Foi observado um aumento na atividade enzimética do sistema
enzima-suporte para maiores valores de concentracdo de enzimas no
meio e tempo de imobilizacdo. Por exemplo, se observarmos os
experimentos 7 e 8, a0 aumentarmos a concentracao de enzima do meio
de 2 para 6 g.L™", temos como resultado um aumento na atividade
enzimatica de 23,48 para 103,38 U.g™. Com relagéo ao tempo, quando
realizamos o processo de imobilizacdo em um tempo de 2,5 horas
(experimento 6) o sistema enzima-suporte resultante apresenta uma
atividade enzimética de 10,80 U.g™, muito menor do que aquela
observada no experimento 8, onde o tempo de reacdo é 5,5 horas e a
atividade enzimatica obtida é 103,38 U.g™.

Com relagdo ao pH de imobilizagdo e a concentracdo de
glutaraldeido aplicada no processo de entrecruzamento, podemos
observar que eles exercem menor influéncia sobre a atividade
enzimatica resultante em relagdo aos dois fatores analisados
anteriormente (experimento 4 e 8, por exemplo). Tal observacdo pode
ser constatada por inspecdo ao diagrama de Pareto conforme mostra a
Figura 5.3.
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Figura 5.3— Diagrama de Pareto demonstrando o nivel de influéncia dos fatores
pH (Xy), concentracdo de glutaraldeido (X,), tempo de imobilizagdo (Xs), e
concentragdo de enzimas (X,) sobre a atividade enzimética resultante do
processo de imobilizacao.

Com relagcdo a reprodutibilidade do experimento, podemos
observar uma boa concordancia entre os valores obtidos para 0s
experimentos repetidos (experimentos 25 a 36) conforme apresentado na
Tabela 5.1.

Um modelo matematico (Equacdo 5.1) combinando efeitos
lineares e quadréticos e a interagdo linear dos efeitos foi ajustado aos
dados obtidos experimentalmente. O coeficiente de correlacdo (R?)
apresentado foi de 0,85511. Os valores dos coeficientes estdo
apresentados na Tabela 5.2.

Y =Ag+ A1 X; + A X? + A3 Xy + AuXZ + AgXs + AgX2 + A, X, +

Onde:
X1 — pH de imobilizacéo;
X, — Concentracdo de glutaraldeido (% v/v);

X3 — Tempo de imobiliza¢éo (h);
X4 — Concentracéo de enzima (g.L™);
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Tabela 5.2 — Valores dos coeficientes do modelo matematico obtidos. Valores
com p<0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.

-95% | 95%
Coef. | Efeito p Coef. | Coef.
A, 41,63 |[0,000 |3519 |48,06
A -10,68 10,025 [-19,87 [-1,50
A, 10,63 0,015 [2,26 19,01
As 4,91 0,283 |-4,36 14,17
Ay -2,85 0,627 |[-14,88 (9,18

As 25,17 10,000 (16,53 [33,82
As -3,57 10,094 |-7,82 [0,67

A; 34,76 |0,000 |25,39 |44,13
Ag -6,07 0,031 ([-11,54 |[-0,61
Ag 1,46 0,775 1-9,00 11,92
Ao 5,03 0,334 |-5,55 15,61
A -1,30 0,801 ([-11,90 (9,30

A -12,34 10,023 |[-22,78 [-1,89
A -5,58 0,282 (-16,10 (4,94

Ay 15,98 10,005 [5,33 26,63

Os coeficientes que sdo estatisticamente significativos sdo 0 A,
A1, Az As, Az, Ag, App € Ay
A Figura 5.4 apresenta a correlacdo existente entre os dados

previstos pelo modelo matematico e os valores

experimentalmente.

observados
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Figura 5.4 — Diagrama apresentando a correlag&o entre os valores previstos pelo
modelo matematico e os dados obtidos experimentalmente (R*= 0,85511).

5.3.Caracterizacéo do biocatalisador obtido.

As capsulas de quitosana contendo a enzima imobilizada
segundo a condicdo definida na secdo 5.2 apresentaram uma massa
média igual a 19,7 + 0,09 mg. Além disso, o didmetro médio foi igual a
0,306 + 0,0102 cm e sua massa especifica real de 1,35 + 0,034 g.cm™.
As Figuras 5.5 e 5.6 apresentam uma imagem da cépsula de quitosana
obtida apds o processo de gotejamento e outra apds o processo de

imobilizagdo, respectivamente.

Figura 5.5 — Imagem da capsula de quitosana obtida apds o processo de

gotejamento e precipitacdo em hidréxido de sédio 2 mol.L™.
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Figura 5.6 — Imagem da capsula de quitosana imobilizada em pH 6,5, em
solucdo 6 g.L™ de enzima lacase. A capsula foi previamente ativada em solugdo
1% de glutaraldeido (v/v).

5.4. Avaliagdo da atividade do catalisador na estocagem

A determinagdo da cinética de redugdo na atividade do
biocatalisador é uma informacdo fundamental para previsdo do seu
tempo de estocagem. Além disso, com esses dados é possivel avaliar se
0 processo de imobilizacdo apresenta influéncia sobre a estabilidade da
enzima, com relacdo a manutencdo da sua atividade por um maior
tempo. Dessa forma, foram avaliadas diversas formas de
acondicionamento do biocatalisador, com o objetivo de verificar a
influéncia de parametros como temperatura e meio de incubacéo sobre a
velocidade de reducdo na capacidade catalitica da enzima imobilizada.

Em um primeiro experimento, as cdpsulas de quitosana com a
enzima imobilizada foram mantidas em placas de Petri, sem a presenca
de um meio liquido adicional, em temperatura ambiente (média de 23 +
2,24 °C) e em ambiente refrigerado (média de 8 + 1,12 °C). Os
resultados sdo apresentados na Figura 5.7. Pode-se observar que em
condi¢Bes ambientes, o biocatalisador leva apenas 4 dias para perder
totalmente a sua atividade enquanto que em ambiente refrigerado esse
tempo é estendido para 14 dias, conservando por volta de 35 % da
atividade enzimatica original em 4 dias.

Este comportamento pode ser atribuido a necessidade de a
enzima apresentar 4gua em sua cOmposi¢do, para organizar a sua
estrutura tridimensional, de forma a configurar os sitios ativos
necessarios para a catalise.
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Cinéticas de reducdo na atividade do biocatalisador. Os

experimentos foram realizados sem adi¢do de meio liquido e mantidos em
repouso nas temperaturas de 8 e 23 °C.

Para os experimentos onde foram adicionados meios liquidos
para o acondicionamento das capsulas, os tempos de incubacdo
necessarios para o sistema enzima-suporte perder a atividade, foram
maiores do que os anteriores, nas mesmas temperaturas consideradas.
As Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 apresentam as cinéticas de reducdo na
atividade do biocatalisador para os experimentos realizados com agua
deionizada, solugdo tampdo tartarato pH 4,0 e solugdo tampéo fosfato

pH 8,0, respectivamente.

47



5. Resultados e Discussao

100

\\'
{® #— imobilizada - 8°C
sl ®— imobilizada - 23°C

o v A— imobilizada - 40°C
9 ° v livre - 8°C
= v :
T e ¢ 4 livre - 23°C
=] " \ w <4 livre - 40°C
a 4 . v
[]
o " . v v
O 404
= v
% A L | v

20 . * . v
L ]
. g Yov
i o R f—
. *
A . .
0 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (dias)

Figura 5.8 - Cinéticas de redugdo na atividade do biocatalisador. Os
experimentos tiveram a adi¢do de agua deionizada como meio para incubag&o.
As temperaturas foram mantidas em 8, 23 e 40°C. Os experimentos foram
realizados com enzima livre e imobilizada.

No experimento onde foi aplicada agua deionizada como meio
para incubacdo do biocatalisador, pode-se observar que a enzima livre
apresenta maior estabilidade com relacdo a perda de atividade em
relacdo a enzima imobilizada, nas temperaturas mais baixas aplicadas (8
e 23°C). Entretanto essa situacdo se modifica a 40°C, quando €
visualizada uma maior estabilidade por conta do biocatalisador
imobilizado. A temperatura é um fator determinante da cinética de
reducdo da atividade. Observa-se que a 8 °C, leva-se em média 8 dias
para reducdo de metade da atividade enzimética original, enquanto que
para 23 °C esse tempo se reduz para um valor em torno de 3 dias e a 40
°C em menos de 1 dia. Esse efeito € esperado em funcdo da
desnaturagdo da enzima em valores elevados de temperatura.

Para 0s experimentos realizados com a utilizacdo da solucdo
tampdo fosfato pH 8,0, a imobilizagcdo da enzima favoreceu um ganho
na estabilidade do biocatalisador independente da temperatura aplicada.
Para a enzima imobilizada e mantida a 8°C, em 30 dias de incubagéo o
sistema ainda apresentava uma atividade enzimatica igual a
aproximadamente 20% daquela observada originalmente, enquanto que
a enzima livre detinha apenas algo em torno de 5%. Esses valores sdo
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mais satisfatdrios do que os observados nas temperaturas de 23 °C e 40
°C, onde com um tempo por volta de 18 e 3 dias, respectivamente, a
atividade enzimatica praticamente foi extinta.

Por fim, o sistema de estocagem do biocatalisador aplicando meio
liquido que apresentou os piores resultados em termos de estabilidade da
atividade enzimatica envolveu a aplicacdo do tampéo tartarato pH 4,0.
Como nos outros casos, existe um aumento na velocidade de redugéo da
atividade do biocatalisador em funcdo do aumento da temperatura de
incubacdo. Observa-se ainda que os sistemas com enzimas imobilizadas
apresentem uma maior estabilidade frente aqueles com enzimas livres,
como por exemplo, a 8 °C, onde a enzima imobilizada reduz a metade a
sua atividade original em 7,96 dias e na forma livre, esse tempo passa
para apenas 4,25 dias (Tabela 5.5).
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Figura 5.9 - Cinéticas de reducdo na atividade do biocatalisador. Os experimentos
receberam a adigdo de solugdo tampdo fosfato pH 8,0 como meio para incubag&o.
As temperaturas foram mantidas em 8, 23 e 40°C e os experimentos foram
realizados com enzima livre e imobilizada.
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Figura 5.10 - Cinéticas de reducdo na atividade do biocatalisador. Os
experimentos foram com a adi¢cdo de solucdo tampé&o tartarato pH 4,0 como
meio para incubagdo. As temperaturas utilizadas foram 8, 23 e 40°C e os
experimentos realizados com enzima livre e imobilizada.

Aos dados apresentados (Figuras 5.8, 5.9 e 5.10) foram ajustados
por modelos cinéticos de 1° ordem, conforme apresentado na secéo 4.3.
A constante cinética obtida devido ao ajuste do modelo aos dados
experimentais possibilitou uma melhor visualizacdo da diferenca entre a
velocidade de redugdo na atividade enzimatica dos Vvarios sistemas
estudados.

Na Tabela 5.3, sdo apresentadas as constantes de velocidade
obtidas para os experimentos sem a adi¢do de liquido. Observa-se que
existe um aumento por volta de 3,5 vezes no valor da constante quando
a temperatura do meio é modificada de 8 para 23 °C. Esses valores sdo
maiores do que aqueles obtidos nas mesmas condicgdes, independente de
a enzima estar livre ou imobilizada. Esse fato evidencia que a
manutencdo das capsulas em um meio liquido é fundamental para
aumentar a estabilidade do biocatalisador na estocagem.

Os valores das constantes de velocidade aumentam com a
temperatura, independente da condicdo. Quando as capsulas séo
estocadas em solugdo tampdo pH 4,0, por exemplo, na temperatura de 8
°C, a constante cinética vale 0,087 dia™ (Tabela 5.5), subindo para 0,256
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dia™ a 23 °C e alcancando um valor de 1,267 dia™ na temperatura de
40°C.

Além disso, a melhor condicdo que apresenta uma menor
velocidade de reducdo na atividade enzimatica é utilizando solucao
tampdo fosfato pH 8,0 como meio de acondicionamento, onde o valor da
constante obtido foi de 0,054 dia™ (Tabela 5.6)

Tabela 5.3 — Valores das constantes cinéticas de perda de atividade do
biocatalisador, para os experimentos realizados sem a adi¢do de meio liquido.

Tem?oeé‘;‘t“ra K, (dia®) t1/2 (dia) R?
8 0,247 2.80 09952
23 0.863 0.80 0.9990

Tabela 5.4 — Valores das constantes cinéticas de perda de atividade do
biocatalisador, para os experimentos realizados com a adicdo de &gua
deionizada.

livre imobilizada
Temperatura
°C) I_(dl R? t)2 Kq . 2 ti)2
(dia™) (dia) | (dia™) (dia)
8 0,068 0,9805 10,19 | 0,092 0,9930 7,53
23 1,151 0,9957 0,60 | 0,188 0,9892 3,68
40 3,289 09932 0,21 1,325 0,9999 0,52

Tabela 5.5 — Valores das constantes cinéticas de perda de atividade do
biocatalisador, para os experimentos realizados com a adi¢do de solucdo tampéo
pH 4,0.

livre imobilizada
Temperatura
°C) K d R? ti/2 K d R2 ti/2
(dia™) (dia) | (dia™) (dia)
8 0,163 0,9971 4,25 0,087 0,9976 7,96
23 0,345 0,9968 2,00 0,256 0,9968 2,70
40 11,513 0,9994 0,06 1,267 0,9993 0,54
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Tabela 5.6 — Valores das constantes cinéticas de perda de atividade do
biocatalisador, para os experimentos realizados com a adi¢do de solugdo tampéo
pH 8,0.

livre imobilizada
Temperatura
(°C) Ko g2tz | Kq 2 lp
(dia™) (dia) | (dia™) (dia)
8 0,091 0,993 7,61 | 0,054 09926 12,38
23 0,280 09884 247 | 0,179 0,9988 3,87
40 2,302 0,991 0,30 | 0,938 0,9962 0,73

Por fim, observa-se um bom ajuste do modelo de 12 ordem aos
dados experimentais, em funcdo dos valores de R? obtidos, que variaram
de 0,9805 a 0,9999. Dessa forma, o modelo se apresenta como uma
ferramenta eficiente para previsdo da variagdo do valor da atividade
enzimatica do biocatalisador ao longo do tempo.

Os efeitos observados encontram-se de acordo com as
observacOes da literatura referente a conservacdo de enzimas em meio
liquido. As moléculas de agua, que se encontram ao redor da molécula
de enzima, exercem um papel importante na estabilidade e conformacéo
estrutural devido, principalmente, a sua influéncia nas interacdes
hidrofdbicas, além das forcas de Van der Walls, pontes salinas e
ligagdes de hidrogénio (FABER, 2000).

Assim, em meio liquido, as reaces que levam a modificacdo da
estrutura da enzima, em especial o0 seu sitio ativo, sdo mais lentas. Além
disto, a imobilizacdo dificulta estas reacbes de degradacdo, pois a
temperaturas mais elevadas o efeito de conservacdo é mais pronunciado.
Também o efeito de pH pode ser observado. O sitio ativo da lacase é
constituido por 4 atomos de cobre, os quais se modificam para valores
de pH mais baixos, mais drasticamente do que a pH 8,0, por exemplo.

5.5. Aplicagdo da enzima imobilizada na bioconversdo de derivados
fendlicos de baixa massa molecular

Os efluentes industriais apresentam uma grande variedade de
compostos fendlicos presentes em sua composi¢do. Dessa forma, o
conhecimento da composicao dos derivados fenolicos presentes no meio
possibilita o projeto de sistemas de tratamento aplicando lacases, desde
gue se conheca a afinidade dessa enzima com relagdo aos varios
substratos. Nesse sentido, diversos trabalhos estudaram a aplicagdo de
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enzimas lacases na oxidacdo de diferentes derivados de fenol
(LEONOWICZ et al., 1984; KERSTEN et al., 1990; XU, 1996)

Diversos derivados fendlicos foram submetidos a oxidacao
utilizando lacase imobilizada em quitosana como catalisador. Por
motivos relacionados ao controle das condigdes de reagdo, 0s
experimentos foram realizados com solugbes tampdo, contendo o
composto fenolico. Esses resultados podem ser aplicados futuramente na
discussdo de dados obtidos com a aplicacdo da lacase imobilizada em
efluentes reais. Desta forma, o objetivo dos experimentos foi avaliar a
influéncia do grupo funcional e sua posi¢cdo no anel aromatico com
relacdo a afinidade da enzima pelo substrato.

Com relagdo ao processo de adsorcdo, foi observado que a
percentagem de remocdo de fenol do meio variou entre 0 e 1,2 % para
os diversos compostos, sendo o fenol o composto que apresentou o
maior percentual de remogdo. A partir desses dados, foram determinadas
as percentagens de bioconversdo utilizando a lacase (Equagdo 5.2). Os
resultados apresentados na Tabela 5.7 apresentam a percentagem de
bioconversdo, ou seja, a remocéo total de fenol menos a percentagem de
remocao devido a adsorcéo.

(Ci - Cf)total N (Ci N Cf)adsorgﬁo (5 2)
X = :
C;
Onde:
X - Conversao do composto fenolico

C; - Concentraco inicial de composto fendlico (mg.L™)
C; - Concentragdo final de composto fendlico (mg.L™
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Tabela 5.7 — Resultados obtidos para a bioconversdo de derivados fendlicos
utilizando a lacase imobilizada. O tempo de incubagéo foi de 24 horas e o pH do
meio foi ajustado em 4,0 com tampdo tartarato.

(continua)
Nome Massa Molecular Conversao (%)
(g.mol™) 20°C | 30°C | 40°C
o-cresol 12 18 45
m-cresol 108 15 14 17
p-cresol 5 43 24
o-etilfenol 15 34 7
122
p-etilfenol 39 51 100
2-isopropilfenol 29 35 64
136
2,3,5—
trimetilfenol 82 89 90
_Acido4- 138 27 | 32 | 35
hidroxibenzéico
4-nitrofenol 139 n.d. n.d. n.d.

54



5. Resultados e Discussao

Tabela 5.7 — Resultados obtidos para a bioconversdo de derivados fenolicos
utilizando a lacase imobilizada. O tempo de incubagéo foi de 24 horas e o pH do
meio foi ajustado em 4,0 com tampdo tartarato.

(concluido)
Nome Massa Molecular Rendimentos (%6)
(g.mol™) 20°C | 30°C | 40°C
2,3-xilenol 22 47 83
2,4-xilenol 25 49 65
2,5 — xilenol 40 70 94
122
2,6 - xilenol 65 92 97
3,4 — xilenol 70 85 42
3,5-xilenol 16 27 30
Fenol 94 5 5 7
Siringaldazina 360 100 100 100
2,6-DMP 154,16 100 100 100
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Os resultados demonstram que o grupo funcional presente na
estrutura do derivado fendlico é fundamental para definir a afinidade do
substrato com a enzima lacase imobilizada. Dentre os resultados
apresentados, 0s compostos 2,6-xilenol e  2,3,5-trimetilfenol
apresentaram as maiores percentagens de bioconversdo, para as varias
temperaturas estudadas.

Para alguns compostos as conversdes foram baixas, como no caso
do fenol, que ndo passou de 7 % e o 4-nitrofenol que ndo apresentou
conversdo alguma. Os resultados obtidos corroboram as observacfes
realizadas por Felici e colaboradores (1985) e Xu (1995). Os primeiros
autores realizaram o estudo da atividade de lacases de Agaricus bisporus
aplicando diversos derivados fendlicos. As analises foram realizadas
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados
mostraram que o 4-nitrofenol ndo se apresentou como um substrato
ideal para medida da atividade catalitica da lacase, uma vez que foi
observada uma conversdo de apenas 2 % ap6s 30 minutos de incubacao.
Da mesma forma, o fenol apresentou uma fracdo de 90 % de substrato
ndo convertido ap6s o0 mesmo tempo de incubagdo. As reagdes foram
conduzidas em pH 6,0.

O segundo autor citado realizou o estudo da bioconversdo de
diversos derivados fendlicos, mediado por lacases e relacionou a
afinidade da enzima pelo substrato com seu potencial redox. De forma
geral, o trabalho demonstrou que esta correlacdo estd associada a
transferéncia do primeiro elétron do fenol para o cobre do tipo 1,
presente no sitio ativo da lacase, sendo esta a etapa limitante do
processo de bionconversdo. Essa observacdo esta relacionada ao
potencial redox do substrato. Desta forma, diferentes grupos
substituintes irdo conferir diferentes potenciais redox para 0 composto
fendlico, que terd uma afinidade diferente com a enzima lacase, quando
submetido a oxidacdo. Com relacéo ao 4-nitrofenol, a explicagdo para 0s
resultados observados estd ligada ao fato de que esse composto
apresenta um grupamento retirante de elétrons, o qual diminui a
densidade eletrdnica do grupo fenoxi, dificultando a sua oxidacdo por
reduzir a disponibilidade de doagdo de elétrons para o cobre T1 da
lacase.

No caso do acido 4-hidroxibenzoico, embora possua um grupo
retirador de elétrons, a maior acidez deste composto (pKa = 4,48)
comparada a do 4-nitrofenol (pKa = 7,2) (MORRISON; BOYD, 1992)
pode justificar o rendimento de reacdo por volta de 30 %.

Além disso, a posi¢do do grupo funcional influencia diretamente
na capacidade catalitica da enzima. Para 0 m-cresol ndo foi observada
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conversao acima de 17 % em qualquer temperatura estudada. Entretanto,
0s isémeros o-cresol e p-cresol apresentaram conversdes iguais a 45 %
(40 °C) e 44 % (30 °C), respectivamente. Esse efeito também é
observado considerando os compostos o-etilfenol e p-etilfenol. Verifica-
se desta forma, que a simetria estrutural do composto fendlico esta
relacionada a formacdo do complexo enzima-substrato, uma vez que
estruturas mais simétricas como as observadas para 05 compostos com
substituintes na posicéo para tendem a ser mais oxidadas.

Os resultados apresentados demonstraram a reducdo na
concentracao de fendis de baixa massa molecular da solucdo. Entretanto,
vale lembrar que alguns produtos de oxidacdo de fenol podem gerar
outros compostos fendlicos que podem reagir com a 4-aminoantipirina,
mascarando o efeito de bioconversdo. Para superar esse efeito, 0s
produtos gerados na reagdo poderiam ser separados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e analisado via espectroscopia UV-Vis.

5.6.Estudo cinético em reator batelada

Para avaliar a influéncia de fatores como temperatura,
concentracdo de enzima e concentracdo de substrato sobre a capacidade
de bioconversdo de compostos fenodlicos mediada por lacases
imobilizadas, foram realizados experimentos bateladas sob diversas
condi¢des dos parametros citados. Nos estudos foram aplicados dois
substratos que foram utilizados como padrdes, a siringaldazina e o 2,6-
dimetoxifenol.

5.6.1. Obtencdo das curvas cinéticas de bioconversdo da siringaldazina.

Para as reacGes envolvendo a siringaldazina como substrato
padrdo, foi possivel observar que a velocidade da reacdo aumenta até
um determinado valor de concentragdo de substratos, sendo que acima
dessa concentracdo a velocidade do processo tende a sofrer um
decréscimo até se tornar nula. Na Figura 5.11 esse efeito pode ser
observado para as reacOes efetuadas a 20 °C. Para uma quantidade de
enzimas no meio igual a 1,6 U.mL™, a velocidade da reacdo possui um
valor maximo (2,5 pumol.s*L™) quando é aplicada uma concentragdo de
substrato igual a 6,5 pmol.L™.

E possivel observar também que & medida que a concentragio de
enzimas aumenta no meio, a velocidade da reacdo tende a sofrer um
acréscimo. Para a temperatura de 20 °C, as velocidades maximas da
reacdo s&o aproximadamente 2,5, 7,5 e 25 pmol.s™.L™ para quantidades
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de enzima adicionadas de 1,6, 3,2 e 4,8 U.mL™, respectivamente. Além
disso, a concentracdo pela qual € atingida a velocidade méaxima também
aumenta com um incremento no valor da concentragdo de enzimas. Para
uma atividade enzimética no meio igual a 1,6 U.mL™ a concentracéo
onde é observada a velocidade méxima da reacdo é 6,5 pmol.L™?,
enquanto que para 3,2 e 4,8 U.mL™ o decréscimo na velocidade da
reacéo se observa a partir de 13,0 e 20,0 pmol.L™, respectivamente.

0
] = 16UmL’
25 A o 32UmL"
4 A 48UmL’
20 4

v (umol.L".s™

[S] pumol L

Figura 5.11— Valores de velocidades iniciais em fungdo da concentracdo de
substrato obtidas para os experimentos realizados a 20 °C.

Para as outras temperaturas (30 e 40 °C), também foi possivel
observar uma reducdo na velocidade da rea¢do em funcdo do aumento
na concentracdo de substratos (Figuras 5.12 e 5.13). Além disso, o valor
referente a concentracdo a partir da qual a velocidade da reacdo
diminuiu, apresentaram valores préximos aqueles observados a 20°C.

Observou-se, ainda, um aumento na velocidade da reagéo com o
aumento da temperatura. Para uma quantidade de enzima imobilizada
adicionada igual a 4,8 u.mL?, por exemplo, a velocidade maxima
assume os seguintes valores aproximados: 25,0, 42,5 e 62,5 umol.L™.s™,
para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C, respectivamente.

Dessa forma, a concentracdo de siringaldazina no meio
influencia de forma direta a velocidade da reacdo, sendo que para
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valores elevados de concentracdo, a enzima ndo apresenta boa atividade
catalitica. Uma das possiveis explicacbes para o fato pode,
hipoteticamente, ser atribuida a possibilidade de que um intermediario de
reacdo seja gerado e que este esteja interagindo deleteriamente com a
enzima. Esta suposicdo é coerente com o fato de que o tempo de vida médio

da quinona resultante é reduzido. Pouco se conhece sobre este fato, em
relatos na literatura.

45
] 1 .
40 4 = 16UmL
] e—32UmL"
35 A 48UmL’
30 4 A
"o 25
o
S 20 /‘ i
E | / .
< 154 / /’ ¢
10
] /f ¢
1/ . t
1 { ]
L ]
0 T T T T T T I T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

[S] pumol L

Figura 5.12 — Valores de velocidades iniciais em funcdo da concentracdo de
substrato obtidas para os experimentos realizados a 30 °C.
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Figura 5.13 — Valores de velocidades iniciais em fungdo da concentracdo de
substrato obtidas para os experimentos realizados a 40 °C.

A siringaldazina tem sido utilizada como substrato padrdo para
determinacéo da atividade catalitica de lacases desde o trabalho pioneiro
de Harkin e Obst (1973). Entretanto, observa-se com esse experimento
que a relacdo entre a concentracdo de enzima aplicada no meio e a
concentracdo de substrato é de fundamental importancia para que seja
detectada atividade enzimatica utilizando a siringaldazina como
substrato padrao.

Uma vez que foi verificado o efeito de inibicdo da enzima em
condi¢des de excesso de substrato, ndo foi aplicado o modelo de
Michaelis e Menten, pelo sistema proposto ndo seguir esse modelo,
apresentando, conforme observado, efeito de inibicdo por excesso de
substrato.

5.6.2. Avaliacdo da capacidade de reutilizacdo do biocatalisador na
bioconversdo da siringaldazina.

Com relacéo a capacidade de reutilizacdo da enzima apos varios
ciclos oxidativos utilizando siringaldazina como substrato, ndo foram
obtidos resultados satisfatorios. Em todas as condicdes estudadas,
observou-se uma perda de atividade elevada ja no segundo ciclo de
bateladas. A 40 °C, por exemplo, observa-se que na segunda utilizacdo
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da enzima, a mesma apresenta apenas valores entre 10 e 20 % da
atividade catalitica inicial.

Para temperaturas de 20 e 30°C esse valor passa para valores
que variam entre 30 e 60 %. Mesmo assim, ainda ¢ uma condicdo que
inviabiliza a reutilizacdo da enzima e ndo justifica a metodologia de
imobilizacdo empregada, quando a siringaldazina é o substrato a ser
oxidado. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 5.14 a 5.22.

1001 51,7 umol.L”
& 32 umol.L’
A 6,5 umol.L’

Atividade Enzimatica %

0 1
1 2 3

Ciclos Batelada

Figura 5.14 — Reducédo na atividade enzimatica do biocatalisador ap6s varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 cpsulas e
a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para varias
concentracgdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura 5.15 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 cépsulas
e a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para vérias
concentracdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura 5.16 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 capsulas
e a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para varias
concentracdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura 5.17 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds véarios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 capsulas e
a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para vérias
concentracdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura 5.18 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 capsulas
e a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para varias
concentracgdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura 5.19 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 cépsulas
e a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para vérias
concentracdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.

Tanto a 20, quanto a 30 °C, no segundo ciclo batelada a atividade
enzimatica residual no biocatalisador era de aproximadamente 40%.
Essa observacdo pode estar ligada ao fato de na temperatura de 20 °C
existir uma maior adsor¢do de produtos, devido & temperatura mais
baixa, embora ocorra uma menor geracdo de produtos. Por outro lado, a
30 °C foi gerado uma maior quantidade de quinona conforme
apresentado na Figura 5.20, mas a fracdo adsorvida pela capsula foi
menor, devido ao aumento da temperatura (adsor¢ao exotérmica).

H,CO OCH,
-2H,-2¢€
HO CH=N—N=CH OH —_—
H,cO OCH,
H,CO OCH,
o] CH=N—N=CH o]
H,CO OCH,

Figura 5.20 — Reacdo de oxidacdo da siringaldazina em sua quinona equivalente
(tetrametoxi-azo-bis-metilenoquinona).
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Figura 5.21 — Reducdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 capsulas e
a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para vérias
concentracdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.

Atividade Enzimatica %
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Figura 5.22 — Redugdo na atividade enzimatica do biocatalisador ap0s varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 capsulas
e a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para vérias
concentracgdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.
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Figura5.23— Reducgdo na atividade enzimética do biocatalisador apds varios
ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 cépsulas
e a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para varias
concentracgdes de siringaldazina, conforme indicado na legenda.

A reducéo na atividade da enzima é maior na temperatura de 40
°C em relacdo as outras temperaturas. Essa observacdo pode estar ligada
ao fato de existir uma maior geracdo de produtos e esses prejudicar de
forma mais acentuada a possibilidade de reutilizacdo da enzima nesta
temperatura.

Alguns autores verificaram a possibilidade de reuso da lacase
imobilizada na oxidagdo de compostos fenodlicos, entretanto aplicaram
substratos que ndo foram a siringaldazina. Jiang e colaboradores (2005)
aplicaram lacase imobilizada em microesferas de quitosana ativadas
com glutaraldeido na oxidacdo de ABTS e obtiveram valores acima de
80% de atividade residual apos 10 ciclos bateladas.

D’Annibale e colaboradores (1999) imobilizaram lacase em
esferas de quitosana ativadas com 1% de glutaraldeido. Verificaram que
apos 30 ciclos oxidativos utilizando como substrato o ABTS, a lacase
imobilizada ainda possuia uma atividade residual de 80%.

Rosa (2004) estudou a imobilizacdo de lacases em Eupergit C
na oxidacao de efluentes da industria papeleira. Em seu trabalho cita que
a siringaldazina é um substrato eficiente para a medida de atividade da
enzima livre, mas é ineficaz para medida de atividade depois que esta
imobilizada. Dessa forma, o autor aplicou o 2,6-DMP como substrato
padrao.
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Com base nessas informacGes, 0 estudo cinético descrito foi
repetido com o 2,6-DMP, uma vez que nao foram obtidos resultados
satisfatérios com a utilizagdo da siringaldazina como substrato, nédo
justificando o processo de imobilizagdo da enzima, pela baixa
estabilidade operacional observada.

5.6.3. Avaliagdo das curvas cinéticas de bioconversédo do 2,6 - DMP.

Com relagéo as reagdes empregando o 2,6-DMP como substrato
padrdo, ndo foi observada uma reducdo na velocidade da reacdo em
fungdo do aumento da concentragdo de substrato, dentro da faixa de
valores aplicados, independente da temperatura utilizada. Os resultados
sdo apresentados nas Figuras 5.24, 5.25 e 5.26.

5 capsulas

10 capsulas

15 capsulas

Ajuste M.M. 5 cap.
0,2 Ajuste M.M. 10 ca:p.
Ajuste M.M. 15 cap.

v (umol.L"min™)
[=]
[=-}
\

> e
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Figura 5.24 - Resultados obtidos para os experimentos utilizando o 2,6-
dimetoxifenol como substrato padrdo. A temperatura do meio reacional foi
mantida em 20°C e a quantidade de capsulas foi de 5, 10 e 15 capsulas. O ajuste
M.M. refere-se ao modelo de Michaelis e Menten.
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Figura 5.25 — Resultados obtidos para os experimentos utilizando o 2,6-
dimetoxifenol como substrato padrdo. A temperatura do meio reacional foi
mantida em 30°C e a quantidade de capsulas foi de 5, 10 e 15 cépsulas. O ajuste
M.M. refere-se ao modelo de Michaelis e Menten.
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Figura 5.26 — Resultados obtidos para os experimentos utilizando o 2,6-
dimetoxifenol como substrato padrdo. A temperatura do meio reacional foi
mantida em 40°C e a quantidade de capsulas foi de 5, 10 e 15 capsulas. O ajuste
M.M. refere-se ao modelo de Michaelis e Menten.

Através dos resultados apresentados nos Figuras 5.24, 5.25 e
5.26, observa-se que a temperatura apresenta-se como um fator positivo
para 0 aumento na velocidade da reacgdo, independente da condigdo de
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reacdo aplicada. Para os sistemas incubados com 15 cdapsulas, as
velocidades maximas atingidas foram iguais a 1,5, 3,0 e 5,2 pumol.L’
' min, para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C, respectivamente.

Além disso, verifica-se que um aumento na quantidade de
capsulas adicionada ao meio reacional contribui para um aumento na
velocidade da reacdo. A 40 °C, a velocidade da reagdo ndo ultrapassa
2,0 umol.L ™ .s™ para uma quantidade de 5 cépsulas, enquanto que com
15 cépsulas o valor da velocidade inicial atinge as vizinhangas de 5
umol.L™.s™. Isso ocorre devido a uma maior quantidade de complexo
enzima-substrato formado, favorecendo o aumento na velocidade da
reacao.

5.6.4. Ajuste de modelos matematicos as curvas cinéticas de
bioconversdo do 2,6 - dimetoxifenol.

Aos dados obtidos dos experimentos cinéticos, foi ajustado o
modelo de Michaelis e Menten. Esse ajuste tem por fungéo representar a
relacdo entre a concentracdo de substrato no meio e a velocidade da
reacao.

Os valores obtidos para os parametros cinéticos do modelo de
Michaelis e Menten ajustados aos dados experimentais sdo apresentados
na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Valores dos pardmetros do modelo de Michaelis e Menten
ajustados aos dados experimentais.

° 4 Umgx K 2
Temp. (°C) ~ Cap. (umol.L".min") (mg.L™ R
5 1,18 0,117  0,9859
20 10 1,26 0,768  0,8569
15 1,47 0,263  0,9146
5 2,15 0,671  0,9939
30 10 2,47 0,700  0,9864
15 3,19 1,042  0,9636
5 2,28 0,722  0,9984
40 10 3,25 0,880  0,9590
15 5,65 1,430 0,9864
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Observa-se um bom ajuste do modelo proposto aos dados
experimentais. De uma forma geral a correlacdo com os dados
experimentais ficou acima de 0,900, com exce¢do do experimento onde
foram aplicadas 10 cépsulas na temperatura de 20 °C, que apresentou
um valor de 0,8569, provavelmente por erros ocorridos durante a
execucgdo dos experimentos.

O parametro v,,,, esta relacionado a cinética da reagdo, que
depende da temperatura e também da concentracdo de enzima aplicada.
Em relacdo & dependéncia com a temperatura, os valores desse
parametro variam de 1,18 a 2,28 pmol.L™".min, entre 20 e 40 °C, nas
reacdes onde foram aplicadas 5 capsulas. Para os experimentos com 10
cépsulas, os valores de v,,,, variam entre 1,26 a 3,25 pmol.L™ . min™,
Por fim, quando foram aplicadas 15 capsulas, as velocidades da reacdo
observadas foram 1,47, 2,47 e 5,65 pmol.L™>.min™, em ordem crescente
de temperatura aplicada nos experimentos.

Com relacdo ao parametro K, devemos considerar que esse valor
ndo representa a constante de saturagdo intrinseca da enzima, e sim um
valor aparente que depende do sistema de imobilizagdo (SHULER,
2002). Dessa forma, considere K,,, como sendo a constante de satura¢do
da enzima livre. A relagdo entre as duas constantes é dada pela Equacéo
5.3.

K, = K,, {1 + A} (5.3)
K. ([S]+ Kin)

Onde K representa o coeficiente de transferéncia de massa do
substrato no meio reacional. Desta forma, observa-se que o parametro
K, é funcdo da velocidade maxima da reacdo. Com o aumento no valor
de v,,4, Provoca uma alteragdo no valor da constante de saturacao. Esse
efeito pode ser observado para os dados obtidos. A medida que 0 v,,4y
aumenta na temperatura de 30 °C, por exemplo, variando de 3,28 a 5,65
(umol.L-.min™), o valor da constante de saturacdo varia de 0,722 a
1,042 mg.L'l. Para temperatura de 20 °C, esse efeito ndo foi observado
uma vez que o coeficiente de correlagdo entre os dados, principalmente
para quantidades de capsulas adicionadas iguais a 10 e 15 unidades,
apresentaram valores reduzidos (0,8569 e 0,9146), o que sugere a
realizacdo de um maior nimero de experimentos.
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5.6.5. Avaliacdo da capacidade de reutilizacdo do biocatalisador na
bioconversdo de 2,6-dimetoxifenol.

Os experimentos demonstraram que a lacase imobilizada
apresenta boa estabilidade com relacdo a sua reutilizacdo ap6s varios
ciclos reacionais, quando aplicada na oxidacdo do 2,6-dimetoxifenol.

Para o0s experimentos realizados a 20 °C, apds oito ciclos
reacionais, a capsula ainda apresentava atividade catalitica acima de 80
%, para as varias concentracdes de enzima aplicadas nos estudos.

Com o0 aumento na temperatura, a estabilidade operacional
diminui ap6s a realizacdo de sucessivas utilizacbes da enzima
imobilizada. Para 30 °C, a atividade enzimatica chegou a ser reduzida
em 40 % do valor observado na primeira utilizagdo. Para a temperatura
de 40 °C, essa reducdo foi ainda maior, atingindo um residual de 30% da
atividade enzimética observada inicialmente.

Com relacdo a influéncia da concentragdo de substratos na
estabilidade operacional da enzima imobilizada, observa-se que existe
uma tendéncia a diminuir a atividade da enzima apds um ciclo reacional,
com o aumento da concentracgdo inicial de reagentes. Esse fator pode ser
explicado da seguinte maneira: em elevadas concentragdes iniciais de
substrato, existe uma maior liberacdo de produto que é adsorvido pela
capsula e dessa forma prejudica a sua atividade catalitica em uma nova
utilizacéo.
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Figura 5.27 — Atividade enzimética do biocatalisador apds a sua utiliza¢do em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagéo de 5
capsulas e temperatura de 20 °C.
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Figura 5.30 — Atividade enzimatica do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagéo de 5
capsulas e temperatura de 30 °C.
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Figura 5.31 — Atividade enzimética do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagéo de 10
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Figura 5.32 — Atividade enzimatica do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagdo de 15
capsulas e temperatura de 30 °C.
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Figura 5.33 — Atividade enzimética do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagdo de 5
capsulas e temperatura de 40 °C.
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Figura 5.34 — Atividade enzimatica do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicacdo de 10
capsulas e temperatura de 40 °C.
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Figura 5.35 — Atividade enzimética do biocatalisador ap6s a sua utilizagdo em
varios ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicagéo de 15
capsulas e temperatura de 40 °C.

Observa-se que com uma quantidade de 15 cdapsulas na
temperatura de 40 °C, a estabilidade operacional do biocatalisador ¢ a
menor observada. Isso pode estar ligado a maior quantidade de produto
de oxidacdo gerado, que provavelmente é adsorvido na superficie da
capsula, prejudicando a sua atividade enzimatica em um novo ciclo
reacional.

Os resultados obtidos corroboram com as observacdes feitas por
Rosa (2004). Em seus experimentos o autor realizou a oxidacéo de 2,6-
DMP com lacases imobilizadas em Eupergit C. Apds a realizacdo de 10
ciclos reacionais, ndo foi observada reducdo significativa na atividade
da enzima imobilizada, realizando o processo em temperatura ambiente
e com concentracdo de 10 mmol.L™.

5.7.Avaliacdo da estabilidade do biocatalisador aplicado em
reatores continuos de leito fixo.

A viabilizacdo de processos cataliticos se torna facilitada quando
podem ser operados em forma de fluxo continuo. Além disso, €
necessario que a enzima mantenha sua estabilidade pelo maior tempo
possivel.

Nesse estudo foram avaliadas também a estabilidade da enzima
imobilizada frente a dois substratos padrdo, a siringaldazina e o 2,6-
dimetoxifenol.
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5.7.1. Avaliagdo da estabilidade do biocatalisador na bioconversdo de
siringaldazina.

Nas Figuras 5.36 a 5.38, estdo apresentados os resultados
obtidos para o acompanhamento do produto de bioconversdo da
siringaldazina, mediada pela enzima lacase imobilizada em quitosana.

Um aumento na massa de biocatalisador promove uma maior
formago de produtos, em todas as temperaturas utilizadas. Para a
temperatura de 20 °C, a concentragdo maxima de produto observada foi
em média igual a 4,0 e 1,5 pmol.L™" para 2,0 e 1,0 g de capsulas
empregadas no reator, respectivamente. A 30 °C, os valores de
concentracdo determinados pela leitura da absorvancia a 525 nm
observados foram de 2,52, 5,96 e 7,41 pmol.L™ para quantidades
crescentes de capsulas empregadas no reator (0,5, 1,0 e 2,0 g). Por fim,
para a maior temperatura empregada no processo (40 °C), os valores de
concentracao de produtos foram os maiores obtidos, sendo iguais a 5,51,
7,02 e 10,05 pmol.L™, para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C,
respectivamente.

4 -
e = 1,0g capsulas
® 2,0g capsulas

C (umol.L")

T T
0 50 100 150 200 250

Tempo (minutos)

Figura 5.36 — Valores de concentracdo de produto medidas em 525 nm nas
amostras coletadas na saida do reator. A vazdo de alimentagdo do reator foi 5
mL.h™, concentragdo de siringaldazina na solucio de alimentagdo igual a 10
mg.L" e temperatura de 20 °C.
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Figura 5.37 — Valores de concentragdo de produto medidas em 525 nm nas
amostras coletadas na saida do reator. A vazdo de alimentaco do reator foi 5
mL.h™, concentragdo de siringaldazina na solugdo de alimentagdo igual a 10

mg.L™" e temperatura de 30 °C.
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Figura 5.38 — Valores de concentragdo de produto nas amostras coletadas na
saida do reator e acompanhadas em 525 nm. A vazdo de alimentacdo do reator
foi 5 mL.h™, concentragdo de siringaldazina na solug&o de alimentagéo igual a

10 mg.L™ e temperatura de 40 °C.
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Novamente, foi observado que o catalisador sofreu uma rapida
desativacdo em funcdo do tempo de processo, independente da condicdo
utilizada. Essa desativacdo tende a ser mais intensa com o aumento da
temperatura.

Analisando visualmente o aspecto das capsulas de quitosana
antes da aplicacdo no reator e apds a sua utilizagdo no processo de
oxidacdo, foi constatado que as capsulas sofreram escurecimento. Esse
efeito pode estar ligado a adsor¢do do produto de oxidagdo da
siringaldazina nas capsulas de quitosana. Esse produto adsorvido
provavelmente age de forma a prejudicar a capacidade catalitica da
enzima. Nas Figuras 5.39 e 5.40, pode-se observar a colora¢do do
biocatalisador antes e ap6s o seu uso na bioconversdo da siringaldazina.
O efeito de arraste da enzima pela solugdo é considerado desprezivel,
uma vez que foi circulada solugdo tampdo na mesma vazdo, isenta de
substrato. Foi analisada a atividade enzimética na solugdo de saida do
reator ao longo do tempo e o teste foi negativo. Esse fato era esperado,
uma vez que no preparo do biocatalisador, as capsulas sdo lavadas
exaustivamente até a atividade enzimatica ndo ser detectavel na 4gua de
lavagem.

.
&

Figura 5.39 — Imagem da cépsula de quitosana antes de ser aplicada no reator.
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Figura 5.40 — Imagem da cépsula de quitosana em operacgdo no reator continuo.
Detalhe para o escurecimento da capsula durante o seu uso.

5.7.2. Avaliagdo da estabilidade do biocatalisador na bioconversao do
2,6-dimetoxifenol.

Para o processo utilizando 2,6-dimetoxifenol como substrato
padrdo, foi observada uma maior estabilidade do biocatalisador em
relacdo a sua capacidade de bioconversdo ao longo do tempo. Os
resultados estdo apresentados nas Figuras 5.41 a 5.43.
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Figura 5.41 — Valores de concent tempo (min) JUto medidas em 470 nm nas
amostras coletadas na saida do reaw:. ~ vucuo de alimentacéo do reator foi 5
mL.h™, concentracéo de 2,6-DMP na solugéo de alimentaco igual a 10 mg.L™ e
temperatura de 20 °C.

Na temperatura de 20 °C observa-se que um aumento na
guantidade de capsulas empacotada no reator promove um aumento na
bioconversdo do substrato. Para uma massa igual a 2,0 g, a concentragdo
média de produto detectada na saida, medida em 470 nm foi igual a
11,84 pmol.L™. Para massas menores, iguais e 1,0 e 0,5 g, os valores de
absorvancia foram iguais a 9,10 e 7,58 umol.L™, respectivamente.

Com relacéo a queda na capacidade de bioconverséo ao longo do
tempo, para um empacotamento de enzimas igual a 2,0 g, a
concentracdo de produto na saida diminuiu de 11,84 para 6,25 em um
tempo igual a 720 minutos. Isso representa uma queda por volta de 41%
da atividade catalitica do biocatalisador, em relagdo & mesma atividade
observada nos primeiros instantes do estado estacionario. Para as outras
massas, a diminuicao percentual na atividade foi igual a 38 e 45 %, para
as massas de 1,0 e 0,5 g de cépsulas, respectivamente. Esses valores séo
calculados para uma reducdo na concentracdo de produto medida na
saida do reator de 4,04 (9,10 para 5,06 pmol.L™") para massa de 1,0 g e
3,43 (7,58 para 4,15 pmol.L™). Dessa forma, uma menor massa de
biocatalisador no reator, quando submetido a mesma carga de substrato
sofre uma maior reducdo na atividade em relagdo as massas maiores.
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Figura 5.42 — Valores de concentragdo de produto medidas em 470 nm nas
amostras coletadas na saida do reator. A vazdo de alimentaco do reator foi 5
mL.h™, concentracéo de 2,6-DMP na solugéo de alimentacéo igual a 10 mg.L™ e
temperatura de 30 °C.

Para 0s experimentos conduzidos na temperatura de 30 °C, as
reducdes na atividade foram maiores do que na temperatura de 20 °C e
atingiram valores iguais a aproximadamente 50, 50 e 58 %, para as
massas de 2,0, 1,0 e 0,5 g, respectivamente. Observa-se novamente que
0 percentual de perda de atividade é semelhante para as massas
empacotadas de 2,0 e 1,0 g, porém menores do que a observada para a
massa de 0,5 g.
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Figura 5.43 — Valores de concentracdo de produto medidas em 470 nm nas
amostras coletadas na saida do reator. A vazdo de alimentacéo do reator foi 5
mL.h™, concentracéo de 2,6-DMP na solugéo de alimentacéo igual a 10 mg.L™ e
temperatura de 40 °C.

A 40 °C, as redugdes na atividade foram as maiores observadas
em todos o0s experimentos. Para as massas de 2,0 e 1,0 g, houve uma
diminuicdlo de 60 e 68 %, respectivamente na capacidade de
bioconversdo do catalisador. Para a massa de 0,5 g, a reducdo atingiu 86
%.

Dessa forma, é possivel perceber que a temperatura é decisiva na
estabilidade operacional do biocatalisador. Embora um aumento na
temperatura de operacgdo, dentro da faixa de valores estudada (20 a 40
°C), promova um aumento na capacidade de bioconversdo, ocorre um
aumento na perda de atividade do biocatalisador com a temperatura. Isto
pode ser ocasionado pela maior geracdo de produtos de oxidagdo
adsorvidos pelo biocatalisador ou elevada temperatura que compromete
a conformac&o espacial da enzima, diminuindo a sua atividade.

83



5. Resultados e Discussao

Figura 5.44 — Produto de oxidagéo obtido durante a bioconversdo do 2,6-DMP,
mediado pela lacase imobilizada em quitosna.

O produto de oxidacdo do 2,6-dimetoxifenol apresentou uma
coloragdo amarelada, que permitiu 0 acompanhamento de sua formacédo
por espectroscopia UV-vis na regido de 470 nm. Entretanto, esse
composto gerado é instavel e ap6s 3,0 horas, se transforma em um
composto com coloragdo marrom, que se apresenta insolivel em &gua.

Figura 5.45 — O produto de conversdo do 2,6 dimetoxifenol apresenta cor
amarelada e se mantém estavel por aproximadamente 3 horas. Apds esse
periodo ele se transforma no precipitado apresentado na Figura.
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O composto gerado na bioconversdo é sem davida o
responsavel pela reducdo na capacidade catalitica do biocatalisador.
Provavelmente 0 mesmo é adsorvido na superficie do catalisador e com
0 tempo se transforma no composto marrom apresentado na Figura 5.47.
A adsorcdo do composto em questdo pode ser constatada visualmente,
observando o aspecto da capsula no inicio na reagdo e apos as 720 horas
de aplicacdo no reator.

Figura 5.46 — Capsula de quitosana com enzima imobilizada no inicio do
processo.

Figura 5.47 — Aspecto do biocatalisador ap6s o contato com o 2,6- DMP,
durante um intervalo de tempo igual a 720 minutos.
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Outro fator que deveria ser levado em conta é a concentragao de
oxigénio disponivel ao longo do reator, que é consumido ao passo que 0
substrato é oxidado. Desta forma, outros experimentos deveriam ser
conduzidos com o objetivo de verificar o perfil da concentragdo de
oxigénio ao longo do reator e também realizar a alimentacdo em
diversos pontos de forma a manter constante a concentracdo do aceptor
final de elétrons.

5.7.3. Ajuste do modelo de desativacdo de Sadana
Para descricdo matematica da desativacdo do biocatalisador ao

longo do tempo de operacdo, foi ajustado o modelo de Sadana
(SADANA, 1980), conforme apresentado nas Figuras 5.48, 5.49 e 5.50.
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Figura 5.48 — Ajuste do modelo de Sadana aos dados experimentais obtidos na
temperatura de 20 °C.
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Figura 5.49 — Ajuste do modelo de Sadana aos dados experimentais obtidos na

temperatura de 30 °C.
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Figura 5.50 — Ajuste do modelo de Sadana aos dados experimentais obtidos na

temperatura de 40 °C.

Os parametros dos modelos ajustados aos dados experimentais

sdo apresentados na Tabela 5.9.
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Tabela 5.9 — Parametros do modelo de Sadana ajustados aos dados
experimentais.

Temperatura Massa de .
P koh) tip() R

(°C) catalisador (g)
0,5 1,80.10° 74535 0,964
20 1,0 2,22.10° 671,15 0,897
2,0 2,31.10° 657,95 0,928
0,5 3,14.10° 564,33 0,801
30 1,0 3,20.10° 559,01 0,230
2,0 2,50.10° 632,45 0,737
0,5 454.10° 469,32 0,720
40 1,0 2,90.10° 587,22 0,971
2,0 3,52.10° 533,00 0,627

Os resultados obtidos demonstram que para algumas condi¢des
de estudo, o ajuste do modelo n&o foi satisfatério, como por exemplo, na
temperatura de 30 °C, com a aplicagdo de 1,0 g, onde o coeficiente de
correlagdo foi igual a 0,230. Através da Tabela 5.9, pode ser observado
que a perda de atividade tende a ser maior no inicio no processo, ao
contrario do que o modelo de Sadana propde. Entretanto, para outros
experimentos 0 modelo se adaptou bem e seus parametros podem
apresentar informagfes importantes a respeito do comportamento do
biocatalisador aplicado na bioconverséao de 2,6-DMP.

Observa-se que com 0 aumento da temperatura, existe uma
tendéncia aumentar o valor da constante de desativacdo, indicando que a
estabilidade do biocatalisador tende a ser menor em temperaturas mais
elevadas. Para massa de biocatalisador aplicada igual a0,5gea 20 °C o
valor da constante é 1,80.10°° h™2, enquanto que nas temperaturas de 30 e
40 °C, com a mesma massa aplicada no reator, o valor da constante
atinge os valores de 3,14.10° e 4,50.10° h?, respectivamente.

Por fim, devido ao baixo ajuste observado devem ser realizados
mais experimentos com o objetivo de confirmar os resultados
experimentais obtidos. Além disto, é possivel aplicar outros modelos
que descrevam melhor o comportamento da desativacdo do
biocatalisador estudado, como por exemplo, modelos de perda de
atividade ao longo do tempo de forma exponencial.
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Com base no trabalho realizado foi possivel concluir que a
imobilizacdo da enzima lacase em quitosana apresenta-se como uma
metodologia vidvel, sob o ponto de vista técnico, destacando-se os
seguintes aspectos:

- A otimizacdo do processo de imobilizagdo foi importante para definir
as condicOes para obtengdo do biocatalisador com a maior atividade
enzimatica possivel. Desta forma, a melhor condicdo de imobilizacdo da
enzima lacase em quitosana envolveu o entrecruzamento com solucdo
de glutaraldeido com concentragdo de 1 %, tempo de imobilizacdo de
5,5 horas, pH do meio e concentracdo de enzima no processo de
imobilizacéo igual a 6,5 e 6,0 g.L™, respectivamente. O biocatalisador
obtido nestas condicdes apresentou atividade de 103,38 U.g™
Entretanto, outros fatores devem ser considerados como parametros para
avaliar o processo de imobilizacéo.

- A quitosana utilizada no trabalho apresentou grau de desacetilagdo
igual a 86,94 %, sendo que este dado se encontra dentro da faixa de
valores utilizados em diversos trabalhos. Além disso, as capsulas
contendo enzimas imobilizadas apresentaram um diametro médio de
3,06 mm, massa média de 19,7 mg e massa especifica de 1,35 g.cm™.

- Com relacdo & manutencdo da atividade enzimatica devido a
estocagem da enzima, foi verificado que a manutencdo em solucéo
tampdo pH 8,0 e em temperatura de 8 °C, otimiza a reducéo da perda de
atividade da enzima. Esta informagdo é fundamental para definir a
metodologia que ira conservar a atividade enzimatica pelo maior tempo
possivel, garantindo a sua estocagem prolongada.

- Na aplicacdo da lacase imobilizada na bioconversdo dos derivados
fendlicos estudados neste trabalho, foi verificado que a estrutura
qguimica é um fator essencial para avaliagdo da atividade catalitica da
enzima. Para o 4-nitrofenol ndo foi observada bioconversdo em 24 horas
de reacdo. Para compostos como o 2,5-xilenol e 2,6- xilenol, 2,3,5-
trimetilfenol e o p-etilfenol, as conversdes ultrapassam 90%. A
temperatura também apresenta um efeito importante com relagdo a
bioconversdo, sendo que, de uma forma geral, os melhores resultados
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foram obtidos para a temperatura de 40 °C. Desta forma, para
bioconversdo de compostos fendlicos em efluentes industriais, é
necessario conhecer 0s compostos que estdo presentes, de forma a
prever quais serdo as taxas de remocdo individuais de cada um dos
diversos componentes da mistura. Caso contrério, ndo sera possivel
reproduzir os ensaios de remocdo a ndo ser que a variedade dos
compostos fendlicos presentes na mistura seja alterada.

- O estudo da aplicacdo da lacase imobilizada na bioconversdo da
siringaldazina demonstrou que um aumento na concentracdo de
substratos aumenta a velocidade inicial da reacdo até um determinado
valor de concentragdo. Acima deste valor, a enzima sofre inibic&o,
sendo que a velocidade se reduz a zero em elevadas concentracfes
iniciais. Entretanto, o valor da concentragdo de substrato necessario para
se observar a inibicdo é proporcional a relacdo entre a quantidade de
substrato e a quantidade de cdapsulas com enzima imobilizadas
adicionadas ao reator. Esse efeito de inibicdo é observado para todas as
temperaturas estudadas neste trabalho.

- Com relagdo a estabilidade operacional da enzima imobilizada em
varios ciclos de bioconversao da siringaldazina, observou-se que nédo é
possivel reutilizar a enzima por varios ciclos, sendo que em muitos
casos ja na segunda utilizacdo a enzima apresenta uma atividade igual a
40 % da inicial. Este efeito esté ligado ao fato de o produto de reagéo se
ligar a cépsula, reduzindo a sua atividade, o que inviabiliza 0 seu uso em
ciclos subsequentes. Quando a enzima lacase foi aplicada na
bioconversdo do 2,6-dimetoxifenol, ndo foi observada inibicdo pelo
substrato dentro da faixa de valores aplicados no estudo, sendo que a
relacdo entre a velocidade inicial da reacdo e a concentragdo de
substratos pode ser ajustada pelo modelo de Michaelis e Menten.

- Para avaliacdo da estabilidade da enzima em varios ciclos de
biotransformacédo do 2,6-dimetoxifenol, os resultados demonstraram que
a atividade da enzima se mantém estavel por até 8 ciclos de batelada.
Entretanto, com o aumento da temperatura a estabilidade operacional é
prejudicada.

- Foi observado que para avaliacdo da estabilidade operacional de
lacases, 0 2,6-DMP é o substrato mais indicado para este estudo, em
fungdo da sua simplicidade de aplica¢do enquanto que a siringaldazina,
embora seja o substrato mais divulgado para medida de atividade de
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lacases, ndo pode ser utilizado para avaliagdo da capacidade de
reutilizacdo do biocatalisador pelos efeitos de inibi¢do observados.

- De forma geral, o processo de imobilizagdo permitiu 0 uso da enzima
em varios ciclos de reacdo (usando o 2,6-DMP), sem perda considerada
da atividade enzimatica, potencializando seu uso em processos
industriais, especialmente na bioconversdo de derivados fendlicos em
efluentes industriais.

- Na aplicacdo das enzimas imobilizadas em reatores de leito fixo, foi
verificado também que a siringaldazina apresenta problemas
operacionais para o reator com relacdo a estabilidade operacional da
enzima. Para o 2,6-DMP este efeito foi menor, demonstrando que a
siringaldazina gera produtos que afetam o desempenho do biocatalisador
durante o processo de biotransformacdo. Foi ajustado o modelo de
Sadana para relacionar a perda de atividade do biocatalisador ao longo
do tempo. Entretanto ndo se pode concluir que este modelo se adaptou
bem aos dados experimentais pois em alguns casos o ajuste ndo foi
satisfatorio.

- Por fim, além de garantir o uso da enzima em varios ciclos de
oxidacdo, o processo de imobilizagdo viabilizou a aplicagdo da enzima
em reatores continuos de leito fixo (packed bed reactors), devido ao fato
de a enzima se manter estavel no reator por um tempo prolongado.
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Alguns experimentos podem ser realizados para ajudar a
esclarecer alguns efeitos e enriquecer o trabalho realizado, entre os
quais:

- Avaliar a otimizagdo do processo de imobilizacdo em termos de
atividade especifica e capacidade de reutilizacdo do biocatalisador
obtido.

- Realizar os experimentos com outros didmetros de cépsulas e
determinar a etapa limitante do processo.

- Verificar a capacidade de reutilizacdo do biocatalisador na
biotransformacdo dos compostos estudados.

- Estudar a influéncia de outros fatores na operagéo em reatores de leito
fixo, como a concentracdo de substratos na entrada do reator e a adi¢éo
de mediadores de reacdo.

- Aplicar o estudo na bioconversao de efluentes industriais.
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Baixar livros de Turismo
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