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RESUMO 

 
Palavras-chave: compostos fenólicos, lacase, imobilização, quitosana, 

bioconversão, reatores contínuos. 

 
Neste trabalho foi estudada a imobilização de enzimas lacases de 

Aspergillus sp em quitosana, através de ligação cruzada e sua aplicação 

na bioconversão de compostos fenólicos em reatores operando em 

regime batelada e fluxo contínuo (reator de leito fixo). Inicialmente, foi 

realizada a otimização do processo de imobilização através de um 

planejamento fatorial do tipo DCCR (delineamento experimental central 

composto e adição de ponto rotacional). Dentre os níveis de fatores 

estudados, o experimento que permitiu a obtenção de biocatalisadores 

com a maior atividade enzimática foi realizado com concentração de 

glutaraldeído de 1%, pH de 6,5, tempo de 5,0 horas e concentração de 

enzima igual a 6 g.L
-1

. Em seguida foi avaliada a estabilidade da enzima 

imobilizada na estocagem. Verificou-se que a melhor condição para 

manutenção da atividade enzimática é em solução tampão pH 8,0, na 

temperatura de 8 °C. Além disso, o biocatalisador foi aplicado na 

oxidação de 18 diferentes derivados fenólicos. Foi observado que o 4-

nitrofenol não pode ser convertido enquanto o 2,5-xilenol e 2,6-xilenol, 

2,3,5-trimetilfenol e o p-etilfenol apresentaram conversões acima de 

90%, na temperatura de 40°C. Por fim, a lacase imobilizada foi aplicada 

na bioconversão de dois substratos padrões a siringaldazina e o 2,6-

dimetoxifenol para realização do estudo cinético do processo e avaliação 

da estabilidade operacional. Em regime batelada, foi observado que não 

é possível reutilizar o biocatalisador quando este participa da reação 

envolvendo a siringaldazina, enquanto que no processo com o 2,6-DMP, 

a enzima mantêm sua atividade inicial por até 8 ciclos reacionais. Em 

fluxo contínuo, quando o biocatalisador é utilizado para mediar a 

bioconversão de 2,6-DMP, a atividade da enzima imobilizada é mantida 

por um tempo maior em relação ao observado na bioconversão 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
-1

. 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. INTRODUÇÃO 
 

A contaminação causada por compostos fenólicos merece 

destaque, visto a elevada toxicidade observada para animais e plantas. 

Mesmo em concentrações muito baixas (< 1 mg.L
-1

), sua presença é 

capaz de alterar o gosto e o odor de corpos receptores aquáticos. Além 

disso, estes compostos são considerados bioacumulativos no ambiente 

(RUSSELL; BURTON, 1999).    

Os compostos fenólicos são encontrados em diversos efluentes 

industriais como os da indústria têxtil, papel e celulose, petroquímica, 

plástico, resinas, farmacêutica e de fabricação de pesticidas 

(GONZÁLEZ, 2006). Em geral apresentam-se em concentrações que 

variam entre 100 e 1000 mg.L
-1

 (LÓPEZ - MOLINA et al., 2003). 

Devido à sua elevada toxicidade, os diversos processos biológicos 

aplicados para a remediação destes compostos apresentam baixa 

eficiência quando se apresentam na água em concentrações acima de 

100 mg.L
-1

, devido à elevada inibição conferida aos micro-organismos 

responsáveis pelo tratamento (HOSSEINI et al., 2005). Assim, 

processos físico-químicos empregando adsorção em carvão ativado e 

processos oxidativos avançados são utilizados como uma alternativa na 

remoção de derivados fenólicos em águas residuárias (FERNANDES, 

2005). Entretanto, o elevado custo desses processos aliado à falta de 

iniciativa de construção de unidades em escala real estimula a pesquisa 

por novos processos de remoção de fenol, sendo o processo enzimático 

um deles. 

A oxidação de fenol catalisada por enzimas oxidativas vem 

apresentando resultados promissores com relação à remoção do fenol 

em águas residuais (DURÁN et al., 2000). Peroxidases e 

polifenoloxidases são enzimas oxidativas encontradas em uma série de 

recursos naturais como tomate, café, algodão, moluscos e camarão. 

Dentre as várias aplicações que essas enzimas podem apresentar o seu 

emprego catalítico em reatores oxidativos merece destaque. O processo 

pode envolver o uso de duas subclasses de enzimas. A primeira 

subclasse refere-se às peroxidases que realizam a oxidação dos 

compostos aromáticos utilizando o peróxido de hidrogênio dissolvido no 
meio, como aceptor final de elétrons.  

A outra subclasse, polifenoloxidases, realiza a hidroxilação de 

monofenóis a o-difenóis e em seguida, na presença de oxigênio 

molecular, realiza a oxidação até o-quinonas. Esses últimos compostos, 
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em água, são polimerizados e precipitam podendo ser facilmente 

removidos por processos de coagulação/floculação (WHITELEY et al., 

2006). Desta forma, além do tratamento enzimático proposto é 

necessário ainda incluir um processo físico-químico para remoção dos 

compostos gerados na bioconversão enzimática. 

As lacases (EC 1.10.3.2) são polifenoloxidases que catalisam a 

oxidação de uma variedade de substratos orgânicos e inorgânicos 

incluindo mono e polifenóis, aminofenóis, metoxifenóis e aminas 

aromáticas com concomitante redução de oxigênio para água. Utilizam 

oxigênio dissolvido na água como aceptor final de elétrons no processo 

de oxidação, tornando o processo mais atrativo em comparação a 

enzimas peroxidases que utilizam peróxido de hidrogênio como agente 

oxidante. Essas enzimas vêm sendo estudadas para várias aplicações 

biotecnológicas, tais como: biodegradação de xenobióticos e efluentes 

industriais, descoloração de corantes, biorremediação de solos 

contaminados, produção de etanol, clarificação de vinhos e chás e 

utilização em biossensores, tanto em seu estado livre, quanto 

imobilizada em um suporte (MAYER et al., 2002). A aplicação dessas 

enzimas em processos industriais torna-se mais atrativa quando elas 

podem ser imobilizadas em um suporte inerte ao meio reacional, 

possibilitando sua fácil separação após a reação. Além desse fator, a 

imobilização enzimática confere maior estabilidade ao catalisador, 

permitindo também que ela possa ser reutilizada em vários ciclos 

experimentais ou de forma contínua. Entre as principais técnicas 

desenvolvidas até o momento citam-se a imobilização por ligação 

química cruzada ou a adsorção da enzima no suporte e a encapsulação 

em uma matriz polimérica. A imobilização por ligação cruzada 

apresenta grandes vantagens frente a outras técnicas de imobilização 

uma vez que a enzima fica ligada ao suporte por ligação química 

covalente, dificultando seu arraste do suporte por mecanismos de 

difusão ou advecção do meio reagente (SCRIBAN, 1985). 

Após a imobilização, a enzima pode ser aplicada em reatores 

contínuos, que normalmente são empregados para processos que 

envolvam alta produção. Os principais reatores empregados são os de 

mistura completa (continuous stirred tank reactor – CSTR) e o de leito 

fixo empacotado (packed bed reactor – PBR). A imobilização das 

enzimas para aplicação nesses reatores apresenta uma vantagem 

operacional bastante atrativa, uma vez que o catalisador permanece no 

reator após o ciclo reacional, diminuindo dessa forma os custos com 

separação da enzima dos produtos obtidos da reação. Além disso, os 

processos de separação da enzima do meio, além de dispendiosos, 
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acabam afetando a sua atividade, dificultando a reutilização. Diante 

dessas vantagens, é de se esperar que reatores contínuos com enzimas 

imobilizadas recebam maior atenção para aplicação em processos 

tecnológicos frente a tecnologias que envolvam enzimas livres 

(SHULER et al., 2002). 

Diante deste cenário, o presente trabalho buscou avaliar a 

aplicação de enzimas lacases na bioconversão de compostos fenólicos 

em reatores batelada e contínuo. Para este estudo foi realizada a 

otimização do processo de imobilização da lacase em cápsulas de 

quitosana bem como a caracterização física do biocatalisador obtido. 

Além disso, foi avaliada a estabilidade do biocatalisador na estocagem e 

seu uso em processos batelada e contínuo e o seu desempenho na 

bioconversão de compostos fenólicos. 

O estudo da imobilização das enzimas, em cápsulas de quitosana 

apresenta elevada importância ao desenvolvimento sustentável de Santa 

Catarina. A produção catarinense de camarão cresceu muito nos últimos 

tempos, aproximando-se de 2 mil toneladas em meados de 2002 

(SOUZA e COSTA, 2003). Dessa forma a realização de estudos 

referentes à utilização de quitosana, que pode ser obtida a partir de 

resíduos da carcinicultura como material suporte para imobilização de 

enzimas pode contribuir para a redução do lançamento desses resíduos 

ao meio ambiente, favorecendo a sua reutilização, além de agregar valor 

a esse material. Com isso estaremos contribuindo com a geração de 

processos baseados em tecnologias limpas, diminuindo o lançamento de 

resíduos da carcinicultura, substituindo suportes para enzimas 

inorgânicos e nocivos ao meio ambiente por materiais naturais e 

recicláveis e contribuindo para a remediação do lançamento de efluentes 

carregados de fenol ao meio ambiente. 

Além disso, a busca por novas alternativas mais eficientes e 

economicamente viáveis para o tratamento de efluentes de indústrias 

contendo elevadas concentrações de fenol apresenta grande relevância 

sob os pontos de vista científico, técnico, econômico e social. Desta 

forma, o estudo apresentou um grande campo de aplicação para o estado 

de Santa Catarina, que se destaca nas áreas de produção de papel e 

celulose e de produção de tecidos, sendo esses processos grandes 

geradores de efluentes contaminados por compostos fenólicos. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho é estudar a remoção de compostos 

fenólicos em reatores batelada e contínuo, utilizando enzimas lacase de 

Aspergillus sp imobilizadas em quitosana. 

 

2.2. Específicos 

 

- Otimizar o processo de imobilização da lacase de Aspergillus sp em 

quitosana através do processo de ligação cruzada; 

 

- realizar a caracterização física e química dos reagentes e do 

biocatalisador obtido em termos de massa específica, diâmetro e grau de 

desacetilação da quitosana; 

 

- estudar a influência de fatores como meio de acondicionamento, 

temperatura e pH na estocagem da enzima livre e imobilizada; 

 

- determinar os parâmetros 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 catalítica da enzima imobilizada aplicada na 

oxidação de diversos derivados fenólicos; 

 

- estudar a influência do grupo substituinte na estrutura do fenol sobre a 

atividade catalítica da enzima imobilizada; 

 

- realizar ensaios de oxidação em batelada, variando a massa de 

biocatalisador adicionado ao meio, temperatura e concentração de 

substratos para medida da velocidade inicial da reação; 

 

- ajustar modelos matemáticos cinéticos para relacionar o efeito da 
concentração de substratos sobre a velocidade inicial da reação; 
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- verificar o efeito do tipo de substrato, neste caso, siringaldazina e 2,6-

dimetoxifenol, na capacidade de reutilização da enzima em vários ciclos 

de reação; 

 

- avaliar a estabilidade do biocatalisador na oxidação de compostos 

fenólicos como siringaldazina e 2,6-dimetoxifenol aplicados em reatores 

contínuos; 

 

- aplicar modelos matemáticos para avaliar a influência de parâmetros 

como temperatura e massa de enzima adicionada ao reator, em relação 

ao tempo de estabilidade operacional do sistema. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1. Impactos ambientais de estruturas fenólicas 

 

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 aplicações, pode-se citar 

seu uso como reagente químico em análises, matéria-prima para 

fabricação de resinas, compostos orgânicos de interesse, corantes, 

fármacos e como insumo das indústrias têxtil, alimentícia e papel e 

celulose (MORRISON; BOYD, 1992). Em função da sua elevada 

aplicabilidade, o seu lançamento ao meio ambiente se torna um fator 

preocupante, motivando a busca por métodos eficazes e mais 

econômicos de controle de lançamentos desse poluente. 

De acordo com o National Pollutant Inventory (NPI), um órgão 

australiano do meio ambiente, o fenol apresenta um nível 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, água e solo. 

No ar, o fenol encontrado pode estar associado a sua 

evaporação a partir de tanques de armazenamento ou durante seu 

transporte. Sua presença pode também estar associada à queima de 

madeira e combustíveis fósseis. Em cigarros também ocorre o seu 

lançamento no ar. Devido à alta solubilidade em água, grande parte do 

fenol é removida da atmosfera devido à chuva. Entretanto, em função da 

elevada capacidade de degradação 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 presença do fenol na água se deve principalmente a despejos 

industriais, apresentando um grande destaque as indústrias de papel e 

celulose. Em esgotos domésticos pode ser encontrado devido à 

utilização de desinfectantes e drogas medicinais. No ambiente líquido, 

nem a volatilização nem a adsorção por sedimentos ou particulados é 

relevante para o seu transporte. O fenol é rapidamente biodegradável em 
águas naturais, sendo que sua velocidade de degradação aumenta com a 

concentração até aproximadamente 50 mg.L
-1

, onde, a partir desse valor, 

ocorre inibição da atividade catalítica pelo substrato, sendo que a 

presença de contaminantes inorgânicos na água também pode contribuir 
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para redução na velocidade de biodegradação dos compostos fenólicos. 

Para uma temperatura de 20 ºC a degradação ocorre em um tempo de 

meia-vida de 2 dias e a 4 ºC com um tempo de meia-vida de 4 dias. A 

degradação em águas salinas é considerada lenta (INTERNATIONAL 

PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY, 1994). 

No solo é encontrado devido a acidentes de carregamento ou 

transporte e através da lixiviação de efluentes carregados. São 

considerados tóxicos aos organismos aquáticos, em concentrações 

baixas, e afetam o sabor dos peixes e a aceitabilidade das águas. Nesse 

meio, a maior parte do fenol encontrado, pode estar ligada à sua 

lixiviação. O mecanismo de adsorção por sedimentos é considerado 

desprezível, frente à sua elevada velocidade de biodegradação. 

Em resíduos sólidos a biodegradação ocorre de forma aeróbia e 

anaeróbia, sendo que em meio ácido a velocidade de biodegradação é 

menor. Em plantas, o fenol é absorvido instantaneamente e não é 

bioacumulativo devido à sua rápida degradação por respiração (BACCI, 

1994; TRAPP; MATTHIES, 1998; PARAÍBA et al., 2005). 

Os padrões para lançamento de fenol de acordo com o decreto 

14.675 a Fundação do Meio Ambiente (FATMA) são 0,2 ppm para 

descarte de efluentes líquidos, 0,001 ppm para presença em águas de 

classe 1, 1 ppm para águas de classe 3 e 0,047 ppm (v/v) para descarte 

de efluentes gasosos (SANTA CATARINA, 2009). Segundo a resolução 

396 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) a 

concentração de fenol para descarte de efluentes líquidos deve 

apresentar um valor máximo de 0,5 ppm, enquanto que os corpos 

receptores líquidos devem apresentar para as classes 1, 2 e 3 

concentrações de 0,003, 0,01 e 1 ppm, respectivamente (BRASIL, 

2009).  

 

3.2. Métodos tradicionais de remediação de compostos fenólicos 

 

3.2.1. Adsorção em carvão ativado 

 

O carvão ativado é um dos principais adsorventes empregados 

na remoção de poluentes tanto de natureza orgânica quanto inorgânica. 

A sua capacidade de saturação varia de acordo com a temperatura, sendo 

que a redução da temperatura favorece a adsorção uma vez que em 

muitos casos esse é um processo exotérmico. Para temperatura de 23 ºC 

há um carregamento de 2,5 mmol de fenol por grama de carvão para 

concentrações de fenol no meio acima de 1,5 mmol.L
-1

 e pH 10. 
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Verifica-se também que o aumento do pH do meio favorece a adsorção 

do fenol em meio aquoso (BLANCO, 2001; FERNANDES, 2005). 

Apesar de apresentar uma boa atividade na remoção de fenol, o 

custo dos carvões ativados comerciais é ainda um fator que impede seu 

uso em larga escala industrial. Dessa forma, além do carvão ativado, 

estudos com a utilização de adsorventes alternativos que envolvem 

quitosana, bambu e casca de eucalipto vêm sendo explorados (KUNZ et 

al., 2002). 

 

3.2.2. Oxidação química 

 

O método de oxidação química mais comum para oxidação de 

fenol envolve a fotodegradação utilizando luz ultravioleta artificial e 

TiO2 como fotocatalisador (CESCONETTO, 2002). Além disso, o fenol 

pode ser também removido com eficiência utilizando processos que 

envolvem a reação de Fenton (Fe
2+

/H2O2) e de foto-Fenton 

(Fe
2+

/H2O2/UV) (KUNZ et al., 2002). 

 

3.2.3. Biodegradação 

 

Os fenóis podem também ser oxidados biologicamente. 

Entretanto, devido à elevada toxicidade do fenol aos micro-organismos, 

esse tipo de tratamento apenas é possível a baixas concentrações 

(HOSSEINI, ET AL., 2005). É comum observar a degradação biológica 

de fenóis em sistemas de lodos ativados implantados em siderurgia, 

onde os despejos fenólicos se originam da coqueria. Os fenóis são 

tóxicos ao homem, aos organismos aquáticos e aos micro-organismos 

que tomam parte nos sistemas de tratamento de esgotos sanitários e de 

efluentes industriais (HIDALGO, 2002).  

Em sistemas de lodos ativados, concentrações de fenóis na faixa 

de 50 a 200 mg/L trazem inibição, sendo que 40 mg/L são suficientes 

para a inibição da nitrificação. Na digestão anaeróbia, 100 a 200 mg/L 

de fenóis também provocam inibição (CHEREMISSINOFF, 1996). Em 

um trabalho onde o reator biológico foi alimentado com cargas 

decrescentes de esgoto sanitário e com carga constante de efluente 

sintético em que o único tipo de substrato orgânico 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 BÔAS, 1999). 

Além disso, as plantas biológicas demandam grandes valores de área 

devido à baixa velocidade de oxidação do fenol (LEE et al., 1996). A 

viabilidade desse processo pode ser atingida, aplicando-se reatores com 
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alta velocidade de degradação como os reatores aeróbios de biofilme 

(HOSSEINI et al., 2005). 

 

3.3. Aplicação de enzimas oxidativas na remediação de estruturas 

fenólicas 

 

3.3.1. Peroxidases 

 

A horseradisch peroxidase (HRP) é uma peroxidase que 

catalisa a reação de oxidação de fenol e apresenta uma boa aplicação 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 extraídas da raiz de tomateiros para a remoção de 

fenol em meio aquoso. As enzimas foram extraídas com tampão de 

ácido acético e a atividade foi avaliada com relação à oxidação do fenol 

por H2O2. Os resultados demonstram que a enzima atua com máximo de 

eficiência em uma faixa de pH variando de 5 a 9. A temperatura ótima 

de atividade se situou por volta de 40 ºC (GONZÁLEZ et al., 2006). 

Métodos que envolvem a utilização da enzima imobilizada e 

eletrodos foram também investigados como apresenta o trabalho de Kim 

e Moon, (2005). Em outros trabalhos, buscou-se estabelecer a relação 

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 aromáticos, enquanto imobilizada em CNBr-

Sepharose a atividade aumenta em 2,7 vezes (FERRER et al., 1991). Em 

outro estudo, a combinação da enzima a quitosana, juntamente com o 

uso de peróxido de hidrogênio, apresentou resultados acima de 95 % 

com relação à remoção de clorofenóis (GANJIDOUST, 1996). 

 

3.3.2. Polifenoloxidases 

 

Polifenoloxidases são enzimas oxi-redutases que catalisam a 

oxidação de compostos fenólicos. Extratos enzimáticos de brácteas de 

alcachofra apresentaram um elevado teor de polifenoloxidases, também 

conhecidas como tirosinase. Os resultados demonstraram que é possível 

remover 90% de clorofenol em duas horas de reação. Além disso, o 

extrato enzimático apresentou uma boa estabilidade em uma faixa de pH 

de 3 a 9, sendo que a atividade máxima foi observada em pH 7 (LÓPEZ-

MOLINA et al., 2003). 

A enzima termoestável -tirosinase, produzida a partir de 

Symbiobacterium sp., apresenta atividade máxima em condições de pH 
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por volta de 7,5 e temperatura de 55 ºC. Para concentrações de fenol 

acima de 120 mmol.L
-1

 foi observada inibição da enzima pelo substrato 

(LEE et al., 1996). 

Uma remoção de 40% de fenol em solução aquosa foi obtida 

utilizando-se enzimas extraídas de Pseudomonas sp. e imobilizadas em 

membranas de ultrafiltração (BOHDZIEWSCZ, 1998). 

 

3.3.3. Obtenção de peroxidases e fenoloxidases 

 

As enzimas fenoloxidase e peroxidase são encontradas em 

diversas fontes naturais como frutas, insetos, frutos do mar e em 

resíduos de celulose. Fenoloxidase foi obtida a partir da larva de Pieris 

rapae, o qual apresentou-se estável em pH entre 6,5 e 7,4 e temperatura 

abaixo de 37 ºC. A partir de Penaeus japonicus, a enzima apresentou 

atividade máxima em pH 6,5 e temperatura de 35 ºC (XUE et al., 2006). 

Mazzafera et al., (2002), extraíram polifenoloxidase do café. Robles e 

colaboradores, (2000), isolaram fenoloxidase produzida por Chalara 

paradoxa obtida de efluentes líquidos do processamento de oliva. Os 

resultados demonstram que o extrato enzimático apresenta atividade 

máxima em pH 6,5 e temperatura de 37 ºC, sendo que em valores 

maiores que 50 ºC a enzima perde atividade. 

Alba et al., (1999), isolaram e caracterizaram fenoloxidases e 

peroxidases do endocarpo de pêssegos. Foi observado que algumas 

substâncias 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 ºC. Cianeto de potássio inibe totalmente a atividade 

enzimática em concentrações acima de 10 mol.L
-1

. 

Bai e colaboradores, (19970, isolaram e caracterizaram 

fenoloxidases da massa de ovos de moluscos Biomphalaria glabrata. O 

método de extração envolveu a homogenização dos ovos em tampão 

tris-HCl (pH 7,5), centrifugação a 4 ºC e extração com sulfato de 

amônio. A purificação foi executada através de cromatografia, 

utilizando fenil-agarose como fase fixa e tampão tris-HCl como eluente. 

Wichers e colaboradores, (1984), purificaram e determinaram 

as propriedades de fenoloxidase obtida de culturas de Mucona pruriens. 

O extrato enzimático foi purificado por cromatografia em coluna de 

Celite 535, eluída com tampão fosfato de sódio (pH 6,0). O pH de 

atividade máxima para essa enzima se situou por volta de 7,5. 
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No camarão, as enzimas fenoloxidases são responsáveis pelo 

aparecimento da cor marrom no crustáceo. Essa enzima está relacionada 

com a biosíntese de melanina, que é um mecanismo de defesa contra 

micro-organismos invasores (LAMELA, 2005). 

Marshall e colaboradores, 1987, investigaram as enzimas 

fenoloxidases presentes no camarão branco (Penaeus setiferus). Foi 

observado que os maiores valores de atividade são obtidos em condições 

de pH e temperatura iguais a 7,5 e 40 ºC, respectivamente. Acima de 50 

ºC as enzimas perdem totalmente sua atividade catalítica. Verifica-se 

que a extração de fenoloxidase com o uso de butanol seguido por 

cromatografia em coluna de fenil-sefarose mostrou melhores resultados 

frente à extração com sulfato de amônio seguida de cromatografia. 

Além disso, o camarão branco apresenta enzimas mais 

susceptíveis a inativação durante a purificação do que aquelas extraídas 

a partir do camarão rosado (MARSHAL, 1999). 

 

3.4. Aplicação de lacases 

 

3.4.1. Considerações gerais 

 

Lacases (E.C. 1.10.3.2) são enzimas oxiredutases (pertencente 

ao grupo de polifenoloxidases) capazes de oxidar compostos orgânicos 

(especialmente fenol, o-difenóis, p-difenóis, aminofenóis, polifenóis, 

poliaminas, ligninas e arildiaminas) e inorgânicos, utilizando oxigênio 

molecular como aceptor final de elétrons, sendo esse composto reduzido 

e convertido em água (YAROPOLOV, 1994; DUCROS, et al., 1998). 

Podem ser conhecidas como benzenodiol oxigênio-oxiredutases ou p-

difenol oxidases (THURSTON, 1994; GIANFREDA et al., 1999).  

Em função da grande variedade de substratos ao qual a mesma 

pode apresentar atividade catalítica, existe uma dificuldade em 

diferenciá-la de outras enzimas do grupo das polifenoloxidases como 

tirosinases. Entretanto apenas as lacases possuem a habilidade de 

catalisar a oxidação da siringaldazina (THURSTON, 1994). 

São 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 maçã, batata, pêra 

(LEVINE, 1965). Em fungos, é encontrada com maior expressão em 

fungos Basidiomycetes do tipo podridão branca, sendo que a função das 

enzimas lacases para o fungo é contribuir para as diversas reações 

responsáveis pela degradação da madeira (THAKKER et al., 1992). Em 
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nível molecular, as lacases são glicoproteínas diméricas ou tetraméricas, 

que normalmente possuem quatro átomos de cobre por unidade 

monomérica, distribuída em três sítios de redução (GIANFREDA et al., 

1999).  

A maioria das lacases possui massa molecular na ordem de 60 a 

80 kDa, com exceção 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 são proteínas extracelulares e normalmente 

as enzimas extraídas de fungos apresentam o ponto isoelétrico entre 3 e 

7, enquanto as lacases de plantas apresentam esse parâmetro na 

vizinhança de 9. 

O sítio catalítico das lacases (Figura 3.1) é formado por quatro 

átomos de cobre por unidade monomérica que podem ser distinguidos 

em três espécies por espectroscopia de ressonância eletroparamagnética 

(EPR) e UV/Visível (THURSTON, 1994; SUNDARAN, 1997). As três 

espécies de cobre envolvem: 

• tipo 1: responsável pela cor azul da enzima e pela absorbância na 

região de 600 nm; 

• tipo 2: não confere a coloração azul da molécula mas pode ser 

detectado por espectrofotometria; e 

• tipo 3: que consiste em um par de átomos de cobre que apresenta uma 

fraca absorção na região do UV mas não pode ser detectado por EPR. 

 
Figura 3.1 – Representação esquemática do sítio ativo da lacase (ROSA, 2004). 

Os átomos de cobre do tipo 2 e 3 formam uma estrutura tri 

nuclear responsável pela ligação com o átomo de oxigênio, sendo essa 

estrutura coordenada por oito resíduos de histidina, enquanto que o 

cobre tipo 1 é responsável pela captura de elétrons e está coordenado 

por dois resíduos de histidina através de átomos de nitrogênio e um de 
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cisteína através de átomo de enxofre (COLE et al., 1990; DUCROS et 

al., 1998).  

O ciclo catalítico das lacases envolve a participação de quatro 

compostos fenólicos (que serão os substratos a serem oxidados), quatro 

átomos de cobre ligados à enzima, com estado de oxidação +2 e uma 

molécula de oxigênio. As reações ocorrem de forma que o cobre tipo 1 

recebe um elétron proveniente da oxidação de um compostos fenólico. 

Ocorre um rearranjo interno onde elétrons são transferidos para outros 

átomos de cobre de maneira a manter o cobre tipo 1 com valência +2. 

Esse processo ocorre até que todos os átomos de cobre sofram redução, 

sendo necessária a transferência dos quatro elétrons recebidos para o 

oxigênio molecular se reduzir até água, recondicionando assim os 

átomos de cobre para um novo ciclo de reações (Figura 3.2). 

 

 

Figura 3.2 - Ciclo catalítico da lacase. Na Figura, S é 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 ótimo para a atividade das lacases é baixo, muito 

embora algumas lacases apresentem atividade máxima em pH próximo 

de 9 quando são extraídas de plantas e atuam em reações que envolvem 

fenol como substrato. Com relação à inibição, alguns grupos como 

azida, tiocianida e fluoreto podem interagir com os centros ativos da 

enzima e prejudicar a sua atividade. Além disso, agentes complexantes 

podem remover íons cobre, fundamentais para a estrutura e atividade da 

enzima. Compostos como ácidos graxos, detergentes catiônicos de 

amônia quaternária, íons metálicos e hidroxiglicina podem atuar como 

inibidores de lacases (DUCROS et al., 1998). 

As aplicações das lacases na indústria são variadas, recebendo 

destaque o seu uso em atividades ligadas às áreas: têxtil, alimentos, 

síntese orgânica, papel e celulose, biosensores e remediação de solos 

contaminados. Na indústria têxtil sua aplicação é relacionada ao 

alvejamento de tecidos, de forma que em 1996 a Novozymes lançou 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 são utilizadas para 

melhorar ou modificar a aparência de alimentos ou bebidas. Alguns 

trabalhos demonstraram que compostos fenólicos indesejáveis que 

causam cor marrom podem ser eliminados por ação oxidativa de 

enzimas lacases (MINUSSI et al., 2002). 

Em se tratando de processos de papel e celulose, a aplicação de 

tecnologia enzimática na separação e degradação da lignina da polpa da 

madeira torna o processo mais atrativo sob o ponto de vista ambiental, 

reduzindo o uso de substâncias tóxicas baseadas em compostos com 

cloro (KUHAD et al., 1997). O alvejamento biológico da polpa de 

madeira tem sido estudado em trabalhos realizados com lacases e 

manganês-peroxidases em conjunto (BOURBONNAIS et al., 1997). 

Existem, ainda, estudos envolvendo a sua utilização na 

construção de biosensores para aplicações em análises clinicas e análises 

ambientais. Devido ao seu mecanismo de catálise, pode ser aplicada na 

detecção de vários compostos fenólicos, oxigênio ou azidas 

(HAGHIGHI et al., 2003; KUZNETSOV et al., 2001). 

Por fim, outras aplicações para essa enzima estão relacionadas à 

remediação de solos contaminados por HPAs (Hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos), oriundos do impacto ambiental causado pelo 

derramamento de óleo e o transporte de combustíveis fósseis (DURÁN 

et al., 2000). 
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3.4.2. Aplicação de lacases no tratamento de efluentes 

 

As aplicações de lacases no tratamento de efluentes envolvem a 

sua participação na remoção de compostos xenobióticos aromáticos de 

difícil biodegradação, descoloração de clorofenóis, clivagem de anéis 

aromáticos, mineralização de HPAs, descoloração de efluentes têxteis e 

de papel e celulose (DURÁN et al., 2000) e a polimerização de 

compostos fenólicos em substâncias insolúveis que possam ser 

removidas por processos de floculação/sedimentação ou filtração 

(ROPER et al., 1995). Na Tabela 2.1 encontram-se listados alguns 

exemplos de trabalhos desenvolvidos com a aplicação de lacases. 

  

Tabela 3.1 - Exemplos de trabalhos realizados, aplicando lacases na 

remediação de contaminantes diversos. 

(continua) 

Fonte de lacase 
Natureza do 

contaminante 

Tipo de 

efluente 
Referências 

Aspergillus sp. Polifenóis Papel e 

celulose 

 (VILLELA; 

SOARES, 2005) 

Cerrena 
unicolor 

Pigmentos 

 

Têxtil 

 

(MICHNIEWICZ et 

al., 2003) 

 2,4,5-triclorofenol Sintético (CHO et al., 1999) 

Lentinula 

edodes 

Fenóis totais Oliva (D´ANNIBALE et 

al., 1999) 

Panus tigrinus Fenol, cor e DQO Oliva (D´ANNIBALE et 

al., 2004) 

 Fenóis totais Oliva (AGGELIS et al., 

2003) 

Pleurotus 

ostreatus 

Remazol blue Têxtil (PALMIERI et al., 

2005) 

 Fenóis totais Sintético (HUBLIK e 

SCHINNER,2000) 

Pleurotus sajor-
caju 

Fenóis totais Papel e 

celulose 

(MUNARI et al., 

2003) 

 Pigmentos Têxtil (CHAGAS e 

DURRANTE, 2001) 

Pleurotus spp. Fenóis totais Oliva (TSIOUPLAS et al., 

2002) 

Pycnoporus 

coccineus 

Compostos 

aromáticos 

Oliva (JAOUANI et al., 

2005) 
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Tabela 3.1 - Exemplos de trabalhos realizados, aplicando lacases na 

remediação de contaminantes diversos. 

(concluído) 

Fonte de lacase 
Natureza do 

contaminante 

Tipo de 

efluente 
Referências 

Trametes hirsuta Pigmentos Couro (RODRÍGUEZ 

et al., 2004) 

Trametes 

versicolor 

Compostos 

aromáticos 

Oliva (LUCAS et al., 

2003) 

 Antraceno e 

benopireno 

Sintético (COLLINS et al., 

1996) 

 PAH’s Sintético (MAJCHERCZY 

et al., 1998) 

 Pigmentos Têxtil (PERALTA-

ZAMORA et al., 

2003) 

Thichophyton 
sp. 

pentaclorofenol Sintético (JUNG et al., 

2003) 

 

Pelo considerável número de trabalhos apresentados é possível 

perceber que os estudos envolvendo a aplicação de lacases no 

tratamento de efluentes com elevados teores de compostos fenólicos, 

bem como o estudo de novas fontes de obtenção e metodologias de 

extração e imobilização da enzima são objetos de estudo bastante 

relevantes. 

 

3.4.3. Imobilização de lacases 

 

As enzimas estão sujeitas à inativação por fatores químicos, 

físicos ou biológicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o 

uso. Para que a catálise seja eficiente em um determinado processo, há 

necessidade de protegê-las da interação com o solvente, meio no qual é 

realizada a reação, pois o mesmo poderia provocar a inativação, 

impossibilitando a catálise da reação. Frente a este problema, novas 

técnicas de imobilização têm sido desenvolvidas para fornecer a 

estabilidade das enzimas e facilitar sua recuperação e reutilização, 

através de métodos da inclusão e ligação química (SCHMIDELL et al., 

2001). 

O custo elevado dos processos de extração e purificação das 

macromoléculas enzimáticas e sua grande instabilidade em solução são 

obstáculos à recuperação do biocatalisador, após a utilização. Por isso, a 
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maioria das operações industriais é feita de maneira descontínua, por 

bateladas, com a renovação da enzima no início de cada ciclo. A 

imobilização sobre suporte insolúvel que é acompanhado, 

frequentemente, de um aumento da estabilidade da enzima, facilita o 

emprego de reatores contínuos, funcionando por longos períodos, sem 

renovação do catalisador (SCRIBAN, 1985; WISEMAN, 1985). 

Os principais métodos para imobilização de enzimas 

encontram-se destacados na Figura 3.3. O método adequado deve ser tal 

que as propriedades do catalisador não sejam prejudicadas devido à 

imobilização. Essas propriedades se referem à estrutura terciária, em 

particular, com relação ao seu sítio ativo. Além disso, para ser efetivo na 

imobilização o suporte deve deixar a enzima acessível aos substratos, 

manter sua atividade por um longo período e permitir que o sistema 

(suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram 

perdas na atividade enzimática (SCRIBAN, 1985; FABER, 2000). 

 

 
 

Figura 3.3 - Principais métodos de imobilização de enzimas (SCRIBAN, 

1985). 

A imobilização de uma enzima por meio de ligação química 

entre o suporte e a enzima pode ocorrer por ligação covalente. Nesse 

método, uma reação química cria uma ligação irreversível entre a 

molécula enzimática e os grupos reativos do suporte (SCRIBAN, 1985). 

Esse método, embora apresente uma tendência 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 possível ocorrer uma modificação na estabilidade da enzima em 

função da sua imobilização. Embora ocorra uma diminuição na 

atividade da enzima em função da sua imobilização por ligação 

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 responsáveis pela fixação da 

enzima em suportes. 

 

Tabela 3.2 - Principais grupos funcionais responsáveis pela formação de 

ligação covalente entre enzima e suporte. 

Função Orgânica Grupamento Funcional 

Função Amida N terminal 

 NH2 (Lisina) 

Função carboxílica COOH (ácido aspártico) 

 COOH (ácido glutâmico) 

 COOH terminal 

Função Tiol SH (cisteína) 

Núcleo fenólico Tirosina 

Núcleo imidazol Histidina 

Função hidroxila OH serina, treonina 

 

Fonte: Scriban (1985) 

 

Os agentes multifuncionais mais empregados para a formação 

da ligação covalente (cruzada) entre enzima e suporte são: glutaraldeído, 

alginato, carbodiimida (EDC) e g-aminopropiltrietoxissilano (g-APTS). 

Com relação à imobilização de lacases, diversos suportes vêm sendo 

empregados para imobilização, recebendo destaque: vidro poroso, gel de 

alginato, gel de poliacrilamida, vitro-cerâmicos, grafite, alumina, 

membrana de nylon, membrana de teflon, poliuretano, platina, quitina, 

quitosana, entre outros (DURÁN et al., 2002). 

A quitosana é um polissacarídeo que pode ser obtido por 

desacetilação da quitina, biopolímero 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 copolímero de 2-

amino-2desoxi-D-glicopiranose (Figura 3.4) de composição variável em 

função do grau residual de acetilação e polimerização. Em geral, 

denomina-se quitosana o biopolímero obtido por desacetilação de pelo 

menos 60% dos grupos encontrados na quitina. Em função disso, 

quitosana e quitina apresentam solubilidades diferentes, sendo a 

quitosana solúvel em soluções aquosas de ácidos (orgânicos e 

inorgânicos), enquanto a quitina apresenta-se como insolúvel em uma 

ampla variedade de solventes (GOY et al., 2004) .  
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Figura 3.4 - Representação da fórmula estrutural da quitosana 

(LARANJEIRA; FÁVERE, 2009). 

A produção industrial de quitosana é crescente, sendo que 

alguns fatores contribuem para esse fato como a abundância de matéria-

prima, principalmente o aproveitamento de resíduos de baixo custo e o 

volume de trabalhos acadêmicos e aplicados que evidenciam as 

possibilidades de uso da quitosana para diversos fins. 

Alguns trabalhos envolvem a aplicação de quitosana na 

imobilização de enzimas lacases por ligação cruzada. Villela e Soares 

(2005), estudaram a imobilização de lacases de Aspergillus sp. e sua 

aplicação no tratamento de efluentes da indústria de papel e celulose, 

obtendo remoção por volta de 65 % de compostos fenólicos presentes no 

efluente. Lacases de Lentinula edodes também foram imobilizadas em 

quitosana e apresentaram remoção de até 100 % de algumas espécies 

fenólicas após um tempo de incubação de 24 horas (D’ANNIBALE et 

al., 1999). Lacase de Coriolus versicolor imobilizada foi aplicada na 

remoção de 2,4-diclorofenol em solução aquosa. Os resultados 

demonstram que após a imobilização as condições otimizadas de 

atividade enzimática foram de pH próximo a 5,5 e temperatura na faixa 

de 35 a 45 ºC. Após seis ciclos de reação em batelada o catalisador 

manteve por volta de 50 % da atividade observada inicialmente 

(ZHANG et al., 2009).  

Araújo e colaboradores (2005), estudaram a imobilização 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 remoção de cor em efluente têxtil. A melhor 

condição para imobilização envolveu a seguinte composição: (2% 

alginato de sódio, 2 % CaCl2, 0,3 % quitosana e razão volumétrica de 

enzima em relação ao alginato 1:8. Após três ciclos de batelada o 
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sistema enzima suporte apresentava um residual de atividade de 35,73 % 

em relação ao valor observado inicialmente. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

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 
TM

. 

 

4.2. Reagentes 

 

Além da enzima, foram utilizados os seguintes reagentes: 

quitosana, siringaldazina, 4 – aminoantipirina e perssulfato de sódio 

(Sigma – aldrich); 2,6 – dimetoxifenol, o – cresol, m – cresol, p – cresol, 

o – etilfenol, p – etilfenol, 2 – isopropilfenol, 2,3,5 – trimetilfenol, ácido 

p-hidroxibenzóico, 4 – nitrofenol, 2,3-xilenol, 2,4-xilenol, 2,5 – xilenol, 

2,6 – xilenol, 3,4 – xilenol, 3,5-xilenol e cloreto de amônio (Merck); 

fosfato de potássio, tartarato de sódio, ácido tartárico e ácido acético 

(Vetec); hidróxido de amônio, solução de glutaraldeído 25%, fenol e 

hidróxido de sódio (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 

recirculação externa 

Fanem 

Espectrofotômetro UV-Vis Varian/Carry 300 

Espectrofotômetro UV-Vis Femto 

Bomba peristáltica Digimed 

 

 Todos os equipamentos apresentados foram calibrados segundo 

metodologias específicas sugerida pelos fabricantes. 
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4.4. Otimização do processo de imobilização 

 

4.4.1. Caracterização da quitosana 

 

 A quitosana utilizada neste estudo foi caracterizada em termos de 

grau de desacetilação. Para este estudo foi realizada a quantificação dos 

grupamentos amino presentes na estrutura da quitosana utilizando a 

técnica de titulação potenciométrica. Para isso foi utilizada uma solução 

de 0,2 g de quitosana diluída em 20 mL de ácido clorídrico 0,3 mol.L
-1

 e 

200 mL de água destilada. Essa solução foi titulada com outra solução 

contendo NaOH 0,2 mol.L
-1

. Foram adicionadas alíquotas de 0,5 mL da 

solução titulante até seu volume final de 80 mL. A conversão dos 

grupamentos amino foi calculada de acordo com a Equação 4.1: 

 

  
                

 
 (4.1) 

 

 

onde: 

  = grau de desacetilação, 

 = volume de NaOH correspondente à neutralização do excesso de HCl 

na solução (mL), 

  = volume de NaOH correspondente à neutralização dos grupamentos 

amino presentes no polímero (mL), 

      = concentração da solução de NaOH (mol.L
-1

),  

 =massa da amostra de quitosana em mg, 

   = 161 g.mol
-1

 corresponde à massa equivalente a um monômero do 

polímero (BROUSSIGNAC, 1972). 

 

4.4.2. Obtenção das cápsulas de quitosana 

 

As cápsulas de quitosana foram preparadas dissolvendo a 

quitosana (0,50g) em 40 mL de solução de ácido acético 5% (m/v). O 

gel formado foi gotejado com bomba peristáltica em solução de NaOH 2 

mol.L
-1

, utilizado como banho para precipitação das cápsulas (Figura 

4.1). Essas permaneceram em solução por 12 horas (VILLELA, 2006). 
Em seguida as cápsulas foram separadas e lavadas com água deionizada 

até a água de lavagem apresentar pH próximo de 8 e posteriormente 

foram colocadas em solução de glutaraldeído (0,5 a 5 %) para 

entrecruzamento. 



4. Material e Métodos 

23 

 

 
 
Figura 4.1 - Processo de gotejamento da solução de quitosana em solução de 

hidróxido de sódio 2 mol.L
-1

, através de uma bomba peristáltica. 

 

4.4.3. Imobilização da lacase nas cápsulas de quitosana 

 

As cápsulas de quitosana foram lavadas com água deionizada 

para remoção total do aldeído em excesso. Esse processo foi conduzido 

até a água de lavagem apresentar teste negativo com aplicação de 

reagente de Feder (MORITA; ASSUMPÇÃO, 1995), que avalia 

qualitativamente a presença de aldeído em solução aquosa. 

Após essa etapa, as cápsulas foram mergulhadas em solução 

enzimática em diferentes concentrações de enzima (de 1 a 10 g.L
-1

) e 

condições de pH (de 3,5 a 8,0). Os fatores concentração de glutaraldeído 

utilizado para promover o entrecruzamento, tempo, pH e concentração 

de enzima no processo de imobilização foram avaliados em relação à 

sua influência sobre a atividade enzimática total conferida ao 

biocatalisador obtido. A combinação dos fatores foi definida através de 

um planejamento de experimentos do tipo delineamento central 

composto rotacional, com repetição do ponto central (DCCR). O 

resultado do planejamento está apresentado na Tabela 4.2. As diversas 

etapas apresentadas até então podem ser visualizadas de forma 

esquemática na Figura 4.2. 
 

NaOH 2 mol/L 

Solução 

quitosana 

Sentido 

do fluxo 
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Figura 4.2 – Etapas envolvidas no processo de formação das cápsulas do 

biocatalisador: 1- dissolução da quitosana, 2-precipitação, 3-ativação com 

glutaraldeído e 4-imobilização. 

Tabela 4.2 – Tabela apresentando os experimentos delineados pela combinação 

entre os níveis dos diversos fatores envolvidos no processo de imobilização da 

Lacase em quitosana. 

(continua) 

Teste pH 
Concentração de 

glutaraldeído.(%) 

Tempo 

(h) 

Concentração de 

enzimas (g.L
-1

) 

1 4 1 2,5 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 2,5 6 

7 6,5 1 5,5 2 

8 6,5 1 5,5 6 



4. Material e Métodos 

25 

Tabela 4.2 – Tabela apresentando os experimentos delineados pela combinação 

entre os níveis dos diversos fatores envolvidos no processo de imobilização da 

Lacase em quitosana. 

(concluído) 

Teste pH 
Concentração de 

glutaraldeído (%) 

Tempo 

(h) 

Concentração de 

enzimas (g.L
-1

) 

9 4 4 2,5 2 

10 4 4 2,5 6 

11 4 4 5,5 2 

12 4 4 5,5 6 

13 6,5 4 2,5 2 

14 6,5 4 2,5 6 

15 6,5 4 5,5 2 

16 6,5 4 5,5 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 5,5 3 4 4 
*Do experimento 25 ao 36, os níveis dos fatores foram mantidos constantes. 
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4.4.4. Medida da atividade enzimática 

 

A atividade enzimática foi determinada a partir da reação 

característica com reagente siringaldazina. Este método se baseia na 

oxidação de siringaldazina para sua forma quinona, que apresenta 

absorção a 525 nm ( = 65 mM
-1

.cm
-1

). Os dados foram obtidos com o 

auxílio de um espectrofotômetro UV-Vis da VARIAN, modelo Carry 

300. Uma unidade enzimática (U) foi definida como a quantidade de 

enzima imobilizada/livre necessária para oxidar 1 µmol.L
-1

 de substrato 

por minuto. 

 

4.4.5. Caracterização do biocatalisador obtido 

 

 Para caracterização das cápsulas de quitosana contendo a enzima 

imobilizada foi determinada a sua massa específica e o diâmetro médio. 

 A massa específica foi medida com o auxílio de um picnômetro 

de 25 mL, apresentando uma massa   . Para esse ensaio foram 

utilizadas 10 cápsulas contendo a enzima imobilizada, que foram 

previamente pesadas (  ). Ao picnômetro foram adicionadas as 

cápsulas e em seguida água em quantidade até ocupar o volume total do 

dispositivo. A massa total do conjunto picnômetro, cápsulas e água 

foram medidas (  ). O experimento foi realizado em triplicata. Dessa 

forma a massa específica das cápsulas de quitosana pode ser 

determinada pela Equação 4.2. Para este estudo foi utilizada uma 

balança com precisão de 0,0001 g. 

 

  
  

                  
 (4.2) 

 

onde: 

  : massa específica da cápsula com enzima em g.cm
-3

, 

   : massa do picnômetro (g), 

   : massa das cápsulas de quitosana com enzima (g), 

   : massa total do conjunto picnômetro, cápsulas e água (g), 

  : volume do sistema 25 mL. 

     : massa específica da água em g.cm
-3

  

 

Com relação ao diâmetro médio, foi utilizado um paquímetro 

para medida do diâmetro de 10 cápsulas obtidas após o processo de 
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imobilização. O valor médio foi determinado com base nas 10 

medições. 

 

4.5. Avaliação da influência do tempo de estocagem do 

biocatalisador 

  

Para avaliação do tempo de estocagem do biocatalisador foram 

realizadas medidas da sua atividade enzimática total ao longo do tempo 

(1 a 30 dias). Os resultados obtidos representam a cinética de perda de 

atividade da enzima, devido à sua exposição sob diferentes condições de 

pH (4,0, 7,0 e 8,0) e temperatura (8, 23 e 40 °C). 

 Experimentalmente, 50 cápsulas com enzimas imobilizadas 

foram adicionadas em 50 mL de água deionizada/solução tampão, 

produzidas de acordo com a condição otimizada selecionada após a 

realização das etapas descritas na seção 4.2.3. As condições de 

estocagem aplicadas no estudo estão apresentadas na Tabela 4.3. Os 

sistemas foram mantidos em repouso. 
 

Tabela 4.3 – Condições de temperatura e pH aplicadas para avaliação da 

estabilidade da enzima. Em cada condição foram adicionadas 50 cápsulas em 50 

mL de meio líquido. 

(continua) 

Condições Temperatura média (°C) 

Estocagem a seco 

 

Ambiente 23 

Geladeira 8 

Água deionizada 

 

 

Ambiente 23 

Geladeira 8,5 

Banho 40 

Solução tampão tartarato 

pH = 4,0 

 

 

Ambiente 23 

Geladeira 8 

Banho 40 
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Tabela 4.3 – Condições de temperatura e pH aplicadas para avaliação da 

estabilidade da enzima. Em cada condição foram adicionadas 50 cápsulas em 50 

mL de meio líquido. 

(concluído) 

Condições Temperatura média (°C) 

Solução tampão fosfato 

pH = 8,0 

 

 

Ambiente 23 

Geladeira 8,5 

Banho 40 

 

 O acompanhamento da atividade enzimática total do 

biocatalisador foi realizado por até 30 dias, enquanto o mesmo ainda 

apresentava atividade enzimática. Para a primeira semana a avaliação foi 

diária e após esse período o ensaio foi efetuado a cada dois dias. 

 Os dados obtidos foram transformados em curvas de atividade 

enzimática total ao longo do tempo. Em outras palavras, foi expressa a 

concentração de enzima nativa restante no sistema enzima-suporte após 

determinado tempo de estocagem. Foi ajustado um modelo cinético de 

1
a
 ordem, conforme Equação 4.3, para relacionar a atividade enzimática 

residual no biocatalisador em função do tempo de estocagem. 

 

 
  
   

 
    

  
                 (4.3) 

 

Onde: 

  = enzima nativa, 

  = enzima desnaturada, 

    = concentração de enzima nativa (U.g
-1

), 

       = concentração de enzima nativa no equilíbrio (U.g
-1

), 

   = constantes de desnaturação (h
-1

). 

 

 Através do valor da constante cinética, foi possível ainda 

determinar o tempo de meia-vida da atividade do biocatalisador, 

avaliada pela Equação 4.4. 
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(4.4) 

 

Onde: 

    = tempo de meia vida (dia). 

 

4.6. Aplicações na bioconversão de diferentes derivados fenólicos em 

regime batelada. 

 

4.6.1. Experimentos de bioconversão de derivados fenólicos mediados 

pela lacase imobilizada 

 

 Diferentes derivados fenólicos de baixa massa molecular foram 

submetidos à bioconversão enzimática utilizando a lacase imobilizada 

em quitosana. Para esses ensaios foram incubadas 15 cápsulas (com 

atividade enzimática total de aproximadamente 30 U) em 5 mL de 

solução contendo 10 mg.L
-1

 de cada substrato apresentado na Tabela 

4.4.  As reações foram realizadas em banho-Maria nas temperaturas de 

20, 30 e 40 °C. A eficiência de bioconversão foi avaliada em função da 

relação entre concentração de fenóis de baixa massa molecular na 

solução original e após 24 horas de incubação. Para verificar o efeito de 

adsorção do substrato pelas cápsulas de quitosana, foram misturados 15 

cápsulas de quitosana entrecruzada, sem a ligação de enzimas a sua 

superfície com 5 mL de solução 10 ppm dos derivados fenólicos 

apresentados na Tabela 4.6. Dessa forma, a eficiência de remoção de 

compostos fenólicos por adsorção (%) foi avaliada em função da 

quantidade de derivado fenólico adsorvido (               ) em relação 

à quantidade inicial submetida ao processo de adsorção (        ). Esse 

experimento foi realizado para as várias temperaturas estudadas. 
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Tabela 4.4- Compostos utilizados para avaliação da capacidade de bioconversão 

de compostos fenólicos de baixa massa molecular. 

(continua) 

Nome Fórmula 

o-cresol 

 

m-cresol 

 

p-cresol 
 

o-etilfenol 

 

p-etilfenol 
 

2-isopropilfenol 

 

2,3,5 – trimetilfenol 

 

Ácido p-hidroxibenzóico 

 

4-nitrofenol 
 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:O-Kresol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:M-cresol.PNG
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Para-cresol-horizontal-2D-skeletal.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-ethylphenol.svg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:4-Hydroxybenzoic_acid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:4-Nitrophenol_acsv.svg
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Tabela 4.4 - Compostos utilizados para avaliação da capacidade de 

bioconversão de compostos fenólicos de baixa massa molecular. 

(concluído) 

 

Nome Fórmula 

2,3-xilenol 

 

2,4-xilenol 

 

2,5 – xilenol 

 

2,6 - xilenol 

 

3,4 – xilenol 

 

3,5-xilenol 

 

Fenol 

 

 

4.6.2. Determinação da concentração de fenóis de baixa massa 

molecular. 
 

 Para determinação da concentração de fenóis de baixa massa 

molecular foi aplicado o método colorimétrico com 4-aminoantipirina, 

(APHA, 2005). Para análise, foram tomados 1000 µL de amostra e 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9c/2,3-Xylenol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5d/2,5-Xylenol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:2,6-Xylenol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:3,4-Xylenol.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8e/3,5-Xylenol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Phenol2.svg
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adicionados 200 µL de solução tampão amônia pH 10,0, 200 µL de 

solução perssulfato de sódio (5% m/v) e 200 µL de solução de 4-

aminoantipirina (2% m/v). O acompanhamento da reação da 4-

aminoantipirina com estruturas fenólicas oxidadas com perssulfato de 

sódio foi realizado a 504 nm.   

 

4.7. Estudo cinético da bioconversão de compostos fenólicos em 

reator batelada. 
 

Para avaliação cinética da bioconversão de compostos fenólicos 

utilizando a lacase imobilizada em quitosana, foram utilizados dois 

substratos padrão, a siringaldazina e o 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP). 

Esses compostos, quando oxidados, liberam produtos que podem ter 

suas concentrações medidas por espectroscopia na região do visível (525 

nm e 470 nm, respectivamente). Alguns trabalhos citam a utilização 

desses compostos para medida da atividade catalítica de enzimas lacases  

(HARKIN; OBST, 1973; JOHANNES; MAJCHEREZCYK, 2000).  

 

4.7.1. Avaliação da cinética de bioconversão utilizando siringaldazina. 

   

A lacase imobilizada foi aplicada na oxidação da siringaldazina 

(1). Foi medida a velocidade inicial da reação, sob diferentes condições 

de temperatura (20, 30 e 40 °C), concentração de enzima de (1,6, 3,2 e 

4,8 U.mL
-1

), equivalente a 4, 8 e 16 cápsulas em 5 mL, e de 

concentração de substrato (1,6; 3,2; 6,5; 13,0; 20,0; 25,0 e 38 µmol.L
-1

). 

 

            

 

(1) 

 
 

O acompanhamento da reação foi realizado através de 

espectrofotometria UV-Vis, na região de 525 nm. Para os ensaios foram 

utilizados vials de 10,0 mL, no qual foram adicionados 5,0 mL de 

solução tampão de tartarato pH 4,0, o sistema enzima-suporte e um 

volume equivalente de solução alcoólica contendo o substrato, em valor 

conforme as concentrações citadas anteriormente. O sistema ficou em 
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agitação orbitalar constante em banho-Maria do tipo Dubnoff. Ao final 

de 5,0 minutos, 1,0 mL de amostra foi coletada para análise. A variação 

da absorvância neste intervalo de tempo representou a velocidade inicial 

da reação, que foi convertida em variação da quantidade de 

substrato/tempo aplicando-se o fator de extinção, , 65 mmol.L
-1

 para a 

siringaldazina (HARKIN; OBST, 1973). 

A seleção do pH 4,0 foi definida em função de estudos anteriores 

(VILLELA, 2006), nos quais se verificou que para esse valor de pH 

ocorre a maior velocidade da reação de oxidação utilizando a 

siringaldazina como substrato da enzima lacase imobilizada em 

quitosana como catalisador. 

 

4.7.2. Avaliação da cinética de bioconversão utilizando                         

2,6 –  dimentoxifenol (2,6 – DMP). 

 

Para as reações utilizando o 2,6 – DMP (2), as concentrações de 

substratos aplicadas foram: 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 15,0 mg.L
-1

, o 

equivalente a 6,2; 15,6; 31,2; 62,5 e 93,7 µmol.L
-1

. Para os ensaios 

foram utilizados vials de 10,0 mL, no qual foram adicionados 5,0 mL de 

solução tampão tartarato pH 5,0, o sistema enzima-suporte e um volume 

equivalente de solução alcoólica contendo o substrato, em valor 

conforme as concentrações citadas anteriormente. Esse valor de pH foi 

determinado em função da maior atividade da enzima imobilizada, 

utilizando este composto como substrato. O sistema ficou em agitação 

orbitalar constante em banho-Maria do tipo Dubnoff. Ao final de 5,0 

minutos, 1,0 mL de amostra foi coletada para análise. As concentrações 

de enzima utilizadas foram 2, 4 e 6 U.mL
-1

, equivalentes a 5, 10 e 15 

cápsulas adicionadas em 5,0 mL de meio reacional. O acompanhamento 

do produto gerado foi realizado em 470 nm. Para expressão dos dados 

em concentração molar, foi utilizado um fator de extinção igual a 49,6 

mmol.L
-1 

(JOHANNES; MAJCHEREZCYK, 2000). 

 

 

 

(2) 
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4.7.3. Ajuste de modelos cinéticos. 

 

 Para correlacionar matematicamente a influência da concentração 

de substratos na velocidade inicial da reação, foi utilizada o modelo 

cinético para enzimas de Michaelis e Menten (Equação 4.5). 

 

  
       

      
 

 

(4.5) 

 

 

Onde: 

  : Velocidade da reação em µmol.L
-1

.s
-1

. 

     
: Velocidade da reação em condição de saturação 

de substrato µmol.L
-1

.s
-1

. 

   : Constante de Michaelis e Menten em µmol.L
-1

. 

    : Concentração de substrato em µmol.L
-1

. 

 

 O ajuste do modelo foi realizado através do Software 

STATISTICA 7, utilizando a função de ajuste de modelos não lineares 

do tipo Gauss-Newton através do método dos mínimos quadrados. 

 

4.7.4. Avaliação da estabilidade operacional frente a vários ciclos 

oxidativos 

 

 Para avaliação da estabilidade operacional do biocatalisador 

obtido, foram realizadas repetidas bateladas com as condições 

apresentadas no item anterior. Entre cada reação, as cápsulas foram 

lavadas com água deionizada e novamente incubadas em solução 

reagente. Foi realizado um número de oito ciclos oxidativos. A 

capacidade de reutilização do biocatalisador foi avaliada pela medida da 

velocidade inicial da reação ao final de cada batelada.  

 

4.8. Estudo da estabilidade do biocatalisador aplicado em reator 

contínuo de leito fixo. 
 

4.8.1. Experimentos em reator contínuo 

 

Para avaliação da estabilidade operacional da enzima em fluxo 

contínuo, foi montado um reator de vidro com diâmetro de 8 mm e 

altura de 200 mm. O mesmo foi empacotado com três quantidades 

diferentes de biocatalisadores (sistema enzima+suporte), 0,5, 1,0 e 2,0 g, 
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equivalente a atividades enzimáticas medidas com siringaldazina, de 

aproximadamente 50, 100 e 200 U, respectivamente. O reator possui 

uma camisa por onde foi circulada água para aquecimento, 

condicionando o processo em três temperaturas de trabalho diferentes: 

20, 30 e 40 °C (Figura 4.3).  

 

 
 
Figura 4.3- Imagem do sistema empregado para estudo da aplicação da lacase 

imobilizada em reator contínuo de leito fixo. 

Foram utilizados dois substratos padrões para o estudo, 

siringaldazina e 2,6-DMP. O primeiro substrato foi alimentado 

juntamente com solução tampão tartarato pH 4,0 e o segundo com 

tampão tartarato pH 5,0. Em ambos os casos na alimentação a 

concentração de substrato foi mantida em 10 ppm. A solução de 

alimentação foi mantida constante e igual a 50 mL.h
-1

. A formação de 

produto de oxidação foi acompanhada em 525 nm, no caso da 

siringaldazina, e em 470 nm, para o 2,6-DMP. Um diagrama 

esquemático representando o sistema apresentado pode ser visualizado 

na Figura 4.4. 
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Figura 4.4 - Diagrama esquemático apresentando os dispositivos empregados na 

avaliação da bioconversão de compostos fenólicos em reator contínuo com 

lacase imobilizada. 

 

4.8.2. Ajuste de modelo de perda de atividade do biocatalisador 

 

Com o objetivo de representar matematicamente o 

comportamento da perda de atividade da enzima com o tempo, foi 

ajustado o modelo proposto por Sadana (1980), que descreve a 

desativação de enzimas imobilizadas ao longo do tempo. Segundo esse 

modelo, devido à complexidade da molécula de enzima a constante de 

perda de atividade apresentada na seção 4.3 assume vários valores 

durante o curso da reação, 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 

(Equação 4.6). 

 

    
 

 
     

(4.6) 

 

Onde: 

 

  = fração de enzima nativa. 

   = constante de desativação do modelo de Sadana (h
-1

). 

 
 Sendo o tempo de meia vida (    ) do biocatalisador representado pela 

Equação 4.7. 

Solução Substrato 

- Vazão de 50 ml.h
-1

. 
 
- Acompanhamento 470/525 nm. 
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 (4.7) 

 

 O ajuste do modelo foi realizado através do Software 

STATISTICA 7, utilizando a função de ajuste de modelos não lineares 

do tipo Gauss-Newton através do método dos mínimos quadrados. 
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5. Resultados e Discussão 
 

5.1. Caracterização da quitosana 

 

 A quitosana utilizada no estudo foi caracterizada através da medida 

do grau de desacetilação.  Visando maximizar a reprodutibilidade das 

medidas a serem realizadas, foi utilizada nesse estudo uma quitosana 

comercial de boa qualidade (Sigma-Aldrich), que apresenta 

características homogêneas e determinadas.   

 Com relação ao primeiro item, a curva de titulação potenciométrica 

obtida encontra-se ilustrada na Figura 5.1. Optou-se por esse método por 

sua simplicidade e precisão, 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 ressonância magnética nuclear (LAVERTU et 

al., 2003).  

 

 
 
Figura 5.1 – Curva de titulação potenciométrica para determinação do grau de 

desacetilação da quitosana utilizada no estudo.  

 A curva apresentada apresenta dois pontos de inflexão, o primeiro 

relacionado à neutralização do excesso de HCl na solução e o segundo 

referente à neutralização dos grupos amino protonados. Para facilitar a 
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determinação dos dois pontos de inflexão foi construído o gráfico da 

derivada de primeira ordem (Figura 5.2) da curva apresentada na Figura 

5.1. 
  

 
 

Figura 5.2 – Apresentação da primeira derivada da curva de titulação 

potenciométrica. Os dois picos assinalados se referem às duas inflexões 

apresentadas pela curva da Figura 5.1.  

 O grau de desacetilação calculado através da Equação 4.1 foi igual 

a 86,94 %. Diversos trabalhos envolvendo a utilização da quitosana 

como suporte para imobilização de enzimas foram publicados, sendo 

que o grau de desacetilação variou entre 50 e 92,5 % (MARTINO et al., 

1996; LIN et al., 2002; ADAMIEC; MODRZEJEWAKA, 2004). Assim, 

a quitosana aplicada apresentou esse parâmetro dentro da faixa de 

valores aplicado. Esse parâmetro é um fator positivo para o processo de 

imobilização, pois indica que existe um bom número de grupos amino 

para realização de ligação com o glutaraldeído. Este efeito garante uma 

maior estabilidade para o sistema enzima-suporte, além de assegurar um 

maior rendimento de imobilização por potencializar um maior número 

de ligações com as moléculas de enzima (RODRIGUES et al., 2005). 
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5.2. Otimização do processo de imobilização 

 

 A otimização do processo de imobilização teve como objetivo 

definir a condição para obtenção de um biocatalisador que apresentasse 

a maior atividade enzimática total possível. Dessa forma, foi 

selecionado o método DCCR (Delineamento fatorial central composto 

com adição de ponto rotacional). Esse método foi selecionado por 

permitir verificar a influência de diversas variáveis sobre uma variável 

resposta, com o menor número de experimentos possíveis. Além disso, 

permite verificar a reprodutibilidade dos experimentos, avaliando a 

repetição dos valores obtidos para o ponto central.  

Com a realização dos experimentos delineados pelo planejamento 

experimental apresentado na Tabela 4.2, foi possível definir a condição 

otimizada para promover a imobilização da lacase em quitosana através 

de ligação cruzada. Os resultados estão apresentados na Tabela 5.1. 
 

Tabela 5.1– Respostas obtidas após a realização dos ensaios determinados pelo 

planejamento experimental. 

(continua) 

Teste pH 

Conc. de 

Glut. 

(%) 

Tempo 

(h) 

Conc.  

de enzima 

(g.L
-1

) 

Atividade 

(U.g
-1

) 

1 4 1 2,5 2 15,19 

2 4 1 2,5 6 46,85 

3 4 1 5,5 2 35,20 

4 4 1 5,5 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 5,5 2 23,48 

8 6,5 1 5,5 6 103,38 

9 4 4 2,5 2 20,27 

10 4 4 2,5 6 46,68 

11 4 4 5,5 2 34,52 

12 4 4 5,5 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 após a realização dos ensaios determinados pelo 

planejamento experimental. 

(concluído) 

Teste pH 
Conc. de  

Glut. (%) 

Tempo 

(h) 

Conc.  

de enzima 

(g.L
-1

) 

Atividade 

(U.g
-1

) 

15 6,5 4 5,5 2 29,13 

16 6,5 4 5,5 6 68,40 

17 5,5 0,5 4 4 21,47 

18 5,5 5 4 4 48,59 

19 3,5 3 4 4 63,85 

20 8 3 4 4 54,68 

21 5,5 3 1 4 31,93 

22 5,5 3 9 4 51,08 

23 5,5 3 4 1 20,27 

24 5,5 3 4 10 15,62 

25 5,5 3 4 4 32,22 

26 5,5 3 4 4 41,90 

27 5,5 3 4 4 46,33 

28 5,5 3 4 4 40,21 

29 5,5 3 4 4 40,75 

30 5,5 3 4 4 38,43 

31 5,5 3 4 4 32,22 

32 5,5 3 4 4 40,34 

33 5,5 3 4 4 46,56 

34 5,5 3 4 4 40,33 

35 5,5 3 4 4 40,75 

36 5,5 3 4 4 39,43 

 

Através dos resultados obtidos pode-se observar que existem 

faixas de valores para os fatores analisados, que exercem significativa 
influência sobre a atividade da lacase após sua imobilização. O processo 

de imobilização envolve a ligação de resíduos de aminoácidos ao 

suporte, sendo que a enzima precisa conservar suas distâncias 

intermoleculares, tornando a sua estrutura mais rígida. Assim, a enzima 
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se torna mais resistente à adição de agentes desnaturantes. Entretanto, 

quando o número de ligações cruzadas é elevado, devido à alta 

concentração de glutaraldeído, concentração de enzimas no meio ou 

tempo de imobilização, ocorre um aumento na rigidez da enzima ligada, 

trazendo como consequência uma limitação nos possíveis modos de sua 

conformação e, portanto, diminuição da atividade enzimática. Para 

baixos valores de concentração de enzima e tempo de imobilização, 

ocorre um menor número de ligações entre a enzima e o suporte, 

gerando um sistema com menor atividade enzimática. 

Estes efeitos demonstram a importância do experimento de 

otimização da condição de imobilização, possibilitando a obtenção de 

um sistema com a maior atividade catalítica possível. 

A melhor condição de trabalho, ou seja, a combinação de 

fatores que possibilitou a obtenção de um sistema com a maior atividade 

enzimática total observada, envolveu o experimento 8. Nesse ensaio, o 

entrecruzamento das cápsulas de quitosana ocorreu com concentração 

de glutaraldeído igual a 1%, pH do meio de imobilização de 6,5, com 

um concentração de enzimas de 6,0 g.L
-1

 e tempo de imobilização igual 

a 5,5 horas.  

 Foi observado um aumento na atividade enzimática do sistema 

enzima-suporte para maiores valores de concentração de enzimas no 

meio e tempo de imobilização. Por exemplo, se observarmos os 

experimentos 7 e 8, ao aumentarmos a concentração de enzima do meio 

de 2 para 6 g.L
-1

, temos como resultado um aumento na atividade 

enzimática de 23,48 para 103,38 U.g
-1

. Com relação ao tempo, quando 

realizamos o processo de imobilização em um tempo de 2,5 horas 

(experimento 6) o sistema enzima-suporte resultante apresenta uma 

atividade enzimática de 10,80 U.g
-1

, muito menor do que aquela 

observada no experimento 8, onde o tempo de reação é 5,5 horas e a 

atividade enzimática obtida é 103,38 U.g
-1

. 

 Com relação ao pH de imobilização e a concentração de 

glutaraldeído aplicada no processo de entrecruzamento, podemos 

observar que eles exercem menor influência sobre a atividade 

enzimática resultante em relação aos dois fatores analisados 

anteriormente (experimento 4 e 8, por exemplo). Tal observação pode 

ser constatada por inspeção ao diagrama de Pareto conforme mostra a 

Figura 5.3. 
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Figura 5.3– Diagrama de Pareto demonstrando o nível de influência dos fatores 

pH (X1), concentração de glutaraldeído (X2), tempo de imobilização (X3), e 

concentração de enzimas (X4) sobre a atividade enzimática resultante do 

processo de imobilização. 

 Com relação à reprodutibilidade do experimento, podemos 

observar uma boa concordância entre os valores obtidos para os 

experimentos repetidos (experimentos 25 a 36) conforme apresentado na 

Tabela 5.1. 

 Um modelo matemático (Equação 5.1) combinando efeitos 

lineares e quadráticos e a interação linear dos efeitos foi ajustado aos 

dados obtidos experimentalmente. O coeficiente de correlação (R
2
) 

apresentado foi de 0,85511. Os valores dos coeficientes estão 

apresentados na Tabela 5.2. 

 

              
           

           
       

    
                                         

                                                          (5.1) 

 

Onde: 

 

X1 – pH de imobilização; 

X2 – Concentração de glutaraldeído (% v/v); 

X3 – Tempo de imobilização (h); 

X4 – Concentração de enzima (g.L
-1

); 
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Tabela 5.2 – Valores dos coeficientes do modelo matemático obtidos. Valores 

com p<0,05 são considerados estatisticamente significativos. 

  

Coef. 

        

Efeito 

        

  p     

-95% 95% 

Coef. Coef. 

Ao 41,63 0,000 35,19 48,06 

A1 -10,68 0,025 -19,87 -1,50 

A2 10,63 0,015 2,26 19,01 

A3 4,91 0,283 -4,36 14,17 

A4 -2,85 0,627 -14,88 9,18 

A5 25,17 0,000 16,53 33,82 

A6 -3,57 0,094 -7,82 0,67 

A7 34,76 0,000 25,39 44,13 

A8 -6,07 0,031 -11,54 -0,61 

A9 1,46 0,775 -9,00 11,92 

A10 5,03 0,334 -5,55 15,61 

A11 -1,30 0,801 -11,90 9,30 

A12 -12,34 0,023 -22,78 -1,89 

A13 -5,58 0,282 -16,10 4,94 

A14 15,98 0,005 5,33 26,63 

  

 Os coeficientes que são estatisticamente significativos são o A0, 

A1, A2, A5, A7, A8, A12 e A14. 

 A Figura 5.4 apresenta a correlação existente entre os dados 

previstos pelo modelo matemático e os valores observados 

experimentalmente. 
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Figura 5.4 – Diagrama apresentando a correlação entre os valores previstos pelo 

modelo matemático e os dados obtidos experimentalmente (R
2 
= 0,85511). 

5.3. Caracterização do biocatalisador obtido. 
 

As cápsulas de quitosana contendo a enzima imobilizada 

segundo a condição definida na seção 5.2 apresentaram uma massa 

média igual a 19,7 ± 0,09 mg. Além disso, o diâmetro médio foi igual a 

0,306 ± 0,0102 cm e sua massa específica real de 1,35 ± 0,034 g.cm
-3

. 

As Figuras 5.5 e 5.6 apresentam uma imagem da cápsula de quitosana 

obtida após o processo de gotejamento e outra após o processo de 

imobilização, respectivamente. 

 

 
 

Figura 5.5 – Imagem da cápsula de quitosana obtida após o processo de 

gotejamento e precipitação em hidróxido de sódio 2 mol.L
-1

. 
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Figura 5.6 – Imagem da cápsula de quitosana imobilizada em pH 6,5, em 

solução 6 g.L
-1

 de enzima lacase. A cápsula foi previamente ativada em solução 

1% de glutaraldeído (v/v). 

5.4. Avaliação da atividade do catalisador na estocagem 

 

 A determinação da cinética de redução na atividade do 

biocatalisador é uma informação fundamental para previsão do seu 

tempo de estocagem. Além disso, com esses dados é possível avaliar se 

o processo de imobilização apresenta influência sobre a estabilidade da 

enzima, com relação à manutenção da sua atividade por um maior 

tempo. Dessa forma, foram avaliadas diversas formas de 

acondicionamento do biocatalisador, com o objetivo de verificar a 

influência de parâmetros como temperatura e meio de incubação sobre a 

velocidade de redução na capacidade catalítica da enzima imobilizada. 

Em um primeiro experimento, as cápsulas de quitosana com a 

enzima imobilizada foram mantidas em placas de Petri, sem a presença 

de um meio líquido adicional, em temperatura ambiente (média de 23 ± 

2,24 °C) e em ambiente refrigerado (média de 8 ± 1,12 °C). Os 

resultados são apresentados na Figura 5.7. Pode-se observar que em 

condições 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 enzimática original em 4 dias. 

Este comportamento pode ser atribuído a necessidade de a 
enzima apresentar água em sua composição, para organizar a sua 

estrutura tridimensional, de forma a configurar os sítios ativos 

necessários para a catálise. 
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Figura 5.7 – Cinéticas de redução na atividade do biocatalisador. Os 

experimentos foram realizados sem adição de meio líquido e mantidos em 

repouso nas temperaturas de 8 e 23 °C. 

  Para os experimentos onde foram adicionados meios líquidos 

para o acondicionamento das cápsulas, os tempos de incubação 

necessários 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 redução na 

atividade do biocatalisador para os experimentos realizados com água 

deionizada, solução tampão tartarato pH 4,0 e solução tampão fosfato 

pH 8,0, respectivamente.  
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Figura 5.8 - Cinéticas de redução na atividade do biocatalisador. Os 

experimentos tiveram a adição de água deionizada como meio para incubação. 

As temperaturas foram mantidas em 8, 23 e 40ºC. Os experimentos foram 

realizados com enzima livre e imobilizada. 

 No experimento onde foi aplicada água deionizada como meio 

para incubação do biocatalisador, pode-se observar que a enzima livre 

apresenta maior estabilidade com relação à perda de atividade em 

relação à enzima imobilizada, nas temperaturas mais baixas aplicadas (8 

e 23°C). Entretanto essa situação se modifica a 40ºC, quando é 

visualizada uma maior estabilidade por conta do biocatalisador 

imobilizado. A temperatura é um fator determinante da cinética de 

redução da atividade. Observa-se que a 8 ºC, leva-se em média 8 dias 

para redução de metade da atividade enzimática 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 é esperado em função da 

desnaturação da enzima em valores elevados de temperatura. 

 Para os experimentos realizados com a utilização da solução 

tampão fosfato pH 8,0, a imobilização 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 incubação o 

sistema ainda apresentava uma atividade enzimática igual a 

aproximadamente 20% daquela observada originalmente, enquanto que 

a enzima livre detinha apenas algo em torno de 5%. Esses valores são 
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mais satisfatórios 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 enzimática praticamente foi extinta. 

 Por fim, o sistema de estocagem do biocatalisador aplicando meio 

líquido que apresentou os piores resultados em termos de estabilidade da 

atividade enzimática envolveu a aplicação do tampão tartarato pH 4,0. 

Como nos outros casos, existe um aumento na velocidade de redução da 

atividade do biocatalisador em função do aumento da temperatura de 

incubação. 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).     

 
 
Figura 5.9 - Cinéticas de redução na atividade do biocatalisador. Os experimentos 

receberam a adição de solução tampão fosfato pH 8,0 como meio para incubação. 

As temperaturas foram mantidas em 8, 23 e 40ºC e os experimentos foram 

realizados com enzima livre e imobilizada. 
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Figura 5.10 - Cinéticas de redução na atividade do biocatalisador. Os 

experimentos foram com a adição de solução tampão tartarato pH 4,0 como 

meio para incubação. As temperaturas utilizadas foram 8, 23 e 40ºC 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 seção 4.3. 

A constante cinética obtida devido ao ajuste do modelo aos dados 

experimentais possibilitou uma melhor visualização da diferença entre a 

velocidade de redução na atividade enzimática dos vários sistemas 

estudados. 

Na Tabela 5.3, são apresentadas as constantes de velocidade 

obtidas para os experimentos sem a adição de líquido. 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 são 

maiores do que aqueles obtidos nas mesmas condições, independente de 

a enzima estar livre ou imobilizada. Esse fato evidencia que a 

manutenção das cápsulas em um meio líquido é fundamental para 

aumentar a estabilidade do biocatalisador na estocagem. 

 Os valores das constantes de velocidade aumentam com a 

temperatura, independente da condição. Quando as cápsulas são 

estocadas em solução tampão pH 4,0, por exemplo, na temperatura de 8 

°C, a constante cinética vale 0,087 dia
-1

 (Tabela 5.5), subindo para 0,256 
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dia
-1

 a 23 °C e alcançando um valor de 1,267 dia
-1

 na temperatura de 

40°C. 

 Além disso, a melhor condição que apresenta uma menor 

velocidade de redução na atividade enzimática é utilizando solução 

tampão fosfato pH 8,0 como meio de acondicionamento, onde o valor da 

constante obtido foi de 0,054 dia
-1

 (Tabela 5.6) 
 

Tabela 5.3 – Valores das constantes cinéticas de perda de atividade do 

biocatalisador, para os experimentos realizados sem a adição de meio líquido. 

Temperatura 

(°C) 
   (dia

-1
)      (dia) R

2 

8 0,247 2,80 0,9952 

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 adição de água 

deionizada. 

Temperatura 

(°C) 

livre imobilizada 

    

(dia
-1

) 
R

2      

(dia) 

   

 (dia
-1

) 
R

2      

(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 0,9932 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 adição de solução tampão 

pH 4,0. 

Temperatura 

(°C) 

livre imobilizada 

   

(dia
-1

) 
R

2      

(dia) 

   

(dia
-1

) 
R

2      

(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 adição de solução tampão 

pH 8,0. 

Temperatura 

(°C) 

livre imobilizada 

   

(dia
-1

) 
R

2      

(dia) 

   

(dia
-1

) 
R

2      

(dia) 

8 0,091 0,9963 7,61 0,054 0,9926 12,38 

23 0,280 0,9884 2,47 0,179 0,9988 3,87 

40 2,302 0,9961 0,30 0,938 0,9962 0,73 

 

Por fim, observa-se um bom ajuste do modelo de 1ª ordem aos 

dados experimentais, em função dos valores de R
2
 obtidos, que variaram 

de 0,9805 a 0,9999. Dessa forma, o modelo se apresenta como uma 

ferramenta eficiente para previsão da variação do valor da atividade 

enzimática do biocatalisador ao longo do tempo. 

Os efeitos observados encontram-se de acordo com as 

observações da literatura referente à conservação de enzimas em meio 

líquido. As moléculas de água, que se encontram ao redor da molécula 

de enzima, exercem um papel importante na estabilidade e conformação 

estrutural devido, principalmente, a sua influência nas interações 

hidrofóbicas, além das forças de Van der Walls, pontes salinas e 

ligações de hidrogênio (FABER, 2000). 

Assim, em meio líquido, as reações que levam à modificação da 

estrutura da enzima, em especial o seu sítio ativo, são mais lentas. Além 

disto, a imobilização dificulta estas reações de degradação, pois a 

temperaturas mais elevadas o efeito de conservação é mais pronunciado. 

Também o efeito de pH pode ser observado. O sítio ativo da lacase é 

constituído por 4 átomos de cobre, os quais se modificam para valores 

de pH mais baixos, mais drasticamente do que a pH 8,0, por exemplo.  

 

5.5. Aplicação da enzima imobilizada na bioconversão de derivados 

fenólicos de baixa massa molecular 
 

Os efluentes industriais apresentam uma grande variedade de 

compostos fenólicos presentes em sua composição. Dessa forma, o 

conhecimento da composição dos derivados fenólicos presentes no meio 

possibilita o projeto de sistemas de tratamento aplicando lacases, desde 

que se conheça a afinidade dessa enzima com relação aos vários 

substratos. Nesse sentido, diversos trabalhos estudaram a aplicação de 
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enzimas lacases na oxidação de diferentes derivados de fenol 

(LEONOWICZ et al., 1984; KERSTEN et al., 1990; XU, 1996) 

Diversos derivados fenólicos foram submetidos à oxidação 

utilizando lacase imobilizada em quitosana como catalisador. Por 

motivos relacionados ao controle das condições de reação, os 

experimentos foram realizados com soluções tampão, contendo o 

composto fenólico. Esses resultados podem ser aplicados futuramente na 

discussão de dados obtidos com a aplicação da lacase imobilizada em 

efluentes reais. Desta forma, o objetivo dos experimentos foi avaliar a 

influência do grupo funcional e sua posição no anel aromático com 

relação à afinidade da enzima pelo substrato. 

 Com relação ao processo de adsorção, foi observado que a 

percentagem de remoção 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 remoção. A partir desses dados, foram determinadas 

as percentagens de bioconversão utilizando a lacase (Equação 5.2). Os 

resultados apresentados na Tabela 5.7 apresentam a percentagem de 

bioconversão, ou seja, a remoção total de fenol menos a percentagem de 

remoção devido à adsorção. 

 

  
            

                

  
 (5.2) 

 

Onde: 

  -  Conversão do composto fenólico 

   - Concentração inicial de composto fenólico (mg.L
-1

) 

   - Concentração final de composto fenólico (mg.L
-1

) 
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Tabela 5.7 – Resultados obtidos para a bioconversão de derivados fenólicos 

utilizando a lacase imobilizada. O tempo de incubação foi de 24 horas e o pH do 

meio foi ajustado em 4,0 com tampão tartarato. 

(continua) 

Nome 
Massa Molecular 

(g.mol
-1

) 

Conversão (%) 

20°C 30°C 40°C 

o-cresol 

108 

 

12 18 45 

m-cresol 15 14 17 

p-cresol 5 43 24 

o-etilfenol 

122 

15 34 7 

p-etilfenol 39 51 100 

2-isopropilfenol 

136 

29 35 64 

2,3,5 – 

trimetilfenol 
82 89 90 

Ácido 4-

hidroxibenzóico 
138 27 32 35 

4-nitrofenol 139 n.d. n.d. n.d. 
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Tabela 5.7 – Resultados obtidos para a bioconversão de derivados fenólicos 

utilizando a lacase imobilizada. O tempo de incubação foi de 24 horas e o pH do 

meio foi ajustado em 4,0 com tampão tartarato. 

(concluído) 

Nome 
Massa Molecular 

(g.mol
-1

) 

Rendimentos (%) 

20°C 30°C 40°C 

2,3-xilenol 

122 

22 47 83 

2,4-xilenol 25 49 65 

2,5 – xilenol 40 70 94 

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 

  



5. Resultados e Discussão 

56 

Os resultados demonstram que o grupo funcional presente na 

estrutura do derivado fenólico é fundamental para definir a afinidade do 

substrato com a enzima lacase imobilizada. Dentre os resultados 

apresentados, os compostos 2,6-xilenol e 2,3,5-trimetilfenol 

apresentaram as maiores percentagens de bioconversão, para as várias 

temperaturas estudadas.  

 Para alguns compostos as conversões foram baixas, como no caso 

do fenol, que não passou de 7 % e o 4-nitrofenol que não apresentou 

conversão alguma. Os resultados obtidos corroboram as observações 

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 fenólicos. As análises foram realizadas 

através de cromatografia líquida de alta eficiência. Os resultados 

mostraram que o 4-nitrofenol não se apresentou como um substrato 

ideal para medida da atividade catalítica da lacase, uma vez que foi 

observada uma conversão de apenas 2 % após 30 minutos de incubação. 

Da mesma forma, o fenol apresentou uma fração de 90 % de substrato 

não convertido após o mesmo tempo de incubação. As reações foram 

conduzidas em pH 6,0. 

 O segundo autor citado realizou o estudo da bioconversão de 

diversos derivados fenólicos, mediado por lacases e relacionou a 

afinidade da enzima pelo substrato com seu potencial redox. De forma 

geral, o trabalho demonstrou que esta correlação está associada a 

transferência do primeiro elétron do fenol para o cobre do tipo 1, 

presente no sítio ativo da lacase, sendo esta a etapa limitante do 

processo de bionconversão. Essa observação está relacionada ao 

potencial redox do substrato. Desta forma, diferentes grupos 

substituintes irão conferir diferentes potenciais redox para o composto 

fenólico, que terá uma afinidade diferente com a enzima lacase, quando 

submetido a oxidação. Com relação ao 4-nitrofenol, a explicação para os 

resultados observados está ligada ao fato de que esse composto 

apresenta um grupamento retirante de elétrons, o qual diminui a 

densidade eletrônica do grupo fenóxi, dificultando a sua oxidação por 

reduzir a disponibilidade de doação de elétrons para o cobre T1 da 

lacase.  

No caso do ácido 4-hidroxibenzóico, 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 reação por volta de 30 %.  

 Além disso, a posição do grupo funcional influencia diretamente 

na capacidade catalítica da enzima. Para o m-cresol não foi observada 
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conversão acima de 17 % em qualquer temperatura estudada. Entretanto, 

os isômeros o-cresol e p-cresol apresentaram conversões 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 fenólico está 

relacionada à formação do complexo enzima-substrato, uma vez que 

estruturas mais simétricas como as observadas para os compostos com 

substituintes na posição para tendem a ser mais oxidadas. 

 Os resultados apresentados demonstraram a redução na 

concentração de fenóis de baixa massa molecular da solução. Entretanto, 

vale lembrar que alguns produtos de oxidação de fenol podem gerar 

outros compostos fenólicos que podem reagir com a 4-aminoantipirina, 

mascarando o efeito de bioconversão. Para superar esse efeito, os 

produtos gerados na reação poderiam ser separados por cromatografia 

líquida de alta eficiência e analisado via espectroscopia UV-Vis. 

 

5.6. Estudo cinético em reator batelada 

 

 Para avaliar a influência de fatores como temperatura, 

concentração de enzima e concentração de substrato sobre a capacidade 

de bioconversão de compostos fenólicos mediada por lacases 

imobilizadas, foram realizados experimentos bateladas sob diversas 

condições dos parâmetros citados. Nos estudos foram aplicados dois 

substratos que foram utilizados como padrões, a siringaldazina e o 2,6-

dimetoxifenol.  

 

5.6.1. Obtenção das curvas cinéticas de bioconversão da siringaldazina. 

 

 Para as reações envolvendo a siringaldazina como substrato 

padrão, foi possível observar que a velocidade da reação aumenta até 

um determinado valor de concentração de substratos, sendo que acima 

dessa concentração a velocidade do processo tende a sofrer um 

decréscimo até se tornar nula. Na Figura 5.11 esse efeito pode ser 

observado para as reações efetuadas a 20 °C. Para uma quantidade de 

enzimas no meio igual a 1,6 U.mL
-1

, a velocidade da reação possui um 

valor máximo (2,5 µmol.s
-1

L
-1

) quando é aplicada uma concentração de 

substrato igual a 6,5 µmol.L
-1

. 

 É possível observar também que à medida que a concentração de 

enzimas aumenta no meio, a velocidade da reação tende a sofrer um 

acréscimo. Para a temperatura de 20 °C, as velocidades máximas da 

reação são aproximadamente 2,5, 7,5 e 25 µmol.s
-1

.L
-1

 para quantidades 
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de enzima adicionadas de 1,6, 3,2 e 4,8 U.mL
-1

, respectivamente.  Além 

disso, a concentração pela qual é atingida a velocidade máxima também 

aumenta com um incremento no valor da concentração de enzimas. Para 

uma atividade enzimática no meio igual a 1,6 U.mL
-1

 a concentração 

onde é observada a velocidade máxima da reação é 6,5 µmol.L
-1

, 

enquanto que para 3,2 e 4,8 U.mL
-1

 o decréscimo na velocidade da 

reação se observa a partir de 13,0 e 20,0 µmol.L
-1

, respectivamente. 
   

 
 
Figura 5.11– Valores de velocidades iniciais em função da concentração de 

substrato obtidas para os experimentos realizados a 20 °C.  

 

Para as outras temperaturas (30 e 40 °C), também foi possível 

observar uma redução na velocidade da reação em função do aumento 

na concentração de substratos (Figuras 5.12 e 5.13). Além disso, o valor 

referente à concentração a partir da qual a velocidade da reação 

diminuiu, apresentaram valores próximos aqueles observados a 20°C.  

Observou-se, ainda, um aumento na velocidade da reação com o 

aumento da temperatura. Para uma quantidade de enzima imobilizada 
adicionada igual a 4,8 U.mL

-1
, por exemplo, a velocidade máxima 

assume os seguintes valores aproximados: 25,0, 42,5 e 62,5 µmol.L
-1

.s
-1

, 

para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C, respectivamente. 

Dessa forma, a concentração de siringaldazina no meio 

influencia de forma direta a velocidade da reação, sendo que para 
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valores elevados de concentração, a enzima não apresenta boa atividade 

catalítica. Uma das possíveis explicações para o fato pode, 

hipoteticamente, ser atribuída a possibilidade de que um intermediário de 

reação seja gerado e que este esteja interagindo deleteriamente com a 

enzima. Esta suposição 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. 
 

 

  
 

Figura 5.12 – Valores de velocidades iniciais em função da concentração de 

substrato obtidas para os experimentos realizados a 30 °C.  
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Figura 5.13 – Valores de velocidades iniciais em função da concentração de 

substrato obtidas para os experimentos realizados a 40 °C.  

 A siringaldazina tem sido utilizada como substrato padrão para 

determinação da atividade catalítica de lacases desde o trabalho pioneiro 

de Harkin e Obst (1973). Entretanto, observa-se com esse experimento 

que a relação entre a concentração de enzima aplicada no meio e a 

concentração de substrato é de fundamental importância para que seja 

detectada atividade enzimática utilizando a siringaldazina como 

substrato padrão.  

Uma vez que foi verificado o efeito de inibição da enzima em 

condições de excesso de substrato, não foi aplicado o modelo de 

Michaelis e Menten, pelo sistema proposto não seguir esse modelo, 

apresentando, conforme observado, efeito de inibição por excesso de 

substrato.   

 

5.6.2. Avaliação da capacidade de reutilização do biocatalisador na 

bioconversão da siringaldazina. 

 
Com relação à capacidade de reutilização da enzima após vários 

ciclos oxidativos utilizando siringaldazina como substrato, não foram 

obtidos resultados satisfatórios. Em todas as condições estudadas, 

observou-se uma perda de atividade elevada já no segundo ciclo de 

bateladas. A 40 °C, por exemplo, observa-se que na segunda utilização 
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da enzima, a mesma apresenta apenas valores entre 10 e 20 % da 

atividade catalítica inicial. 

Para temperaturas de 20 e 30ºC esse valor passa para valores 

que variam entre 30 e 60 %. Mesmo assim, ainda é uma condição que 

inviabiliza a reutilização da enzima e não justifica a metodologia de 

imobilização empregada, quando a siringaldazina é o substrato a ser 

oxidado. Os resultados são apresentados nas Figuras 5.14 a 5.22.  

 
 
Figura 5.14 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 cápsulas e 

a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 
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Figura 5.15 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 

 
  

Figura 5.16 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 20 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 
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Figura 5.17 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 cápsulas e 

a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 

 

 
Figura 5.18 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 
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Figura 5.19 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 30 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 

 Tanto a 20, quanto a 30 °C, no segundo ciclo batelada a atividade 

enzimática residual no biocatalisador era de aproximadamente 40%. 

Essa observação pode estar ligada ao fato de na temperatura de 20 °C 

existir uma maior adsorção de produtos, devido à temperatura mais 

baixa, embora ocorra uma menor geração de produtos. Por outro lado, a 

30 °C foi gerado uma maior quantidade de quinona conforme 

apresentado na Figura 5.20, mas a fração adsorvida pela cápsula foi 

menor, devido ao aumento da temperatura (adsorção exotérmica).  

 
 
Figura 5.20 – Reação de oxidação da siringaldazina em sua quinona equivalente 

(tetrametoxi-azo-bis-metilenoquinona). 
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Figura 5.21 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 5 cápsulas e 

a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 

 

 

 
Figura 5.22 – Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 10 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 
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Figura5.23– Redução na atividade enzimática do biocatalisador após vários 

ciclos batelada. A quantidade de enzima adicionada ao meio foi de 15 cápsulas 

e a temperatura foi mantida a 40 °C. Os testes foram realizados para várias 

concentrações de siringaldazina, conforme indicado na legenda. 

 

A redução na atividade da enzima é maior na temperatura de 40 

°C em relação às outras temperaturas. Essa observação pode estar ligada 

ao fato de existir uma maior geração de produtos e esses prejudicar de 

forma mais acentuada a possibilidade de reutilização da enzima nesta 

temperatura. 

 Alguns autores verificaram a possibilidade de reuso da lacase 

imobilizada na oxidação de compostos fenólicos, entretanto aplicaram 

substratos que não foram a siringaldazina. Jiang e colaboradores (2005) 

aplicaram lacase imobilizada em microesferas de quitosana ativadas 

com glutaraldeído na oxidação de ABTS e obtiveram valores acima de 

80% de atividade residual após 10 ciclos bateladas. 

D’Annibale e colaboradores (1999) imobilizaram lacase em 

esferas de quitosana ativadas com 1% de glutaraldeído. Verificaram que 

após 30 ciclos oxidativos utilizando como substrato o ABTS, a lacase 

imobilizada ainda possuía uma atividade residual de 80%. 

Rosa (2004) estudou a imobilização de lacases em Eupergit C 

na oxidação de efluentes da indústria 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 está 

imobilizada. Dessa forma, o autor aplicou o 2,6-DMP como substrato 

padrão. 
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Com base nessas informações, o estudo cinético descrito foi 

repetido com o 2,6-DMP, uma vez que não foram obtidos resultados 

satisfatórios com a utilização da siringaldazina como substrato, não 

justificando o processo de imobilização da enzima, pela baixa 

estabilidade operacional observada. 

 

5.6.3. Avaliação das curvas cinéticas de bioconversão do 2,6 - DMP. 

 

Com relação às reações empregando o 2,6-DMP como substrato 

padrão, não foi observada uma redução na velocidade da reação em 

função do aumento da concentração de substrato, dentro da faixa de 

valores aplicados, independente da temperatura utilizada. Os resultados 

são apresentados nas Figuras 5.24, 5.25 e 5.26. 

 
 
Figura 5.24 - Resultados obtidos para os experimentos utilizando o 2,6-

dimetoxifenol como substrato padrão. A temperatura do meio reacional foi 

mantida em 20°C e a quantidade de cápsulas foi de 5, 10 e 15 cápsulas. 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 padrão. A temperatura do meio reacional foi 

mantida em 30°C e a quantidade de cápsulas foi de 5, 10 e 15 cápsulas. O ajuste 

M.M. refere-se ao modelo de Michaelis e Menten. 

 
Figura 5.26 – Resultados obtidos para os experimentos utilizando o 2,6-

dimetoxifenol como substrato padrão. A temperatura do meio reacional foi 

mantida em 40°C e a quantidade de cápsulas foi de 5, 10 e 15 cápsulas. 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 o aumento na velocidade da reação, independente da condição de 
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reação aplicada. Para os sistemas incubados com 15 cápsulas, as 

velocidades máximas atingidas foram iguais a 1,5, 3,0 e 5,2 µmol.L
-

1
.min

-1
, para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C, respectivamente. 

 Além disso, verifica-se que um aumento na quantidade de 

cápsulas adicionada ao meio reacional contribui para um aumento na 

velocidade da reação. A 40 °C, a velocidade da reação não ultrapassa 

2,0 µmol.L
-1

.s
-1

 para uma quantidade de 5 cápsulas, enquanto que com 

15 cápsulas o valor da velocidade inicial atinge as vizinhanças de 5 

µmol.L
-1

.s
-1

. Isso ocorre devido a uma maior quantidade de complexo 

enzima-substrato formado, favorecendo o aumento na velocidade da 

reação. 

 

5.6.4. Ajuste de modelos matemáticos às curvas cinéticas de 

bioconversão do 2,6 - dimetoxifenol. 

 

 Aos dados obtidos dos experimentos cinéticos, foi ajustado o 

modelo de Michaelis e Menten. Esse ajuste tem por função representar a 

relação entre a concentração de substrato no meio e a velocidade da 

reação.  

 Os valores obtidos para os parâmetros cinéticos do modelo de 

Michaelis e Menten ajustados aos dados experimentais são apresentados 

na Tabela 5.8. 
 

Tabela 5.8 – Valores dos parâmetros do modelo de Michaelis e Menten 

ajustados aos dados experimentais.  

 

Temp. (°C) Cáp. 
     

(µmol.L
-1

.min
-1

) 

   

(mg.L
-1

) 
R

2 

20 

5 1,18 0,117 0,9859 

10 1,26 0,768 0,8569 

15 1,47 0,263 0,9146 

30 

5 2,15 0,671 0,9939 

10 2,47 0,700 0,9864 

15 3,19 1,042 0,9636 

40 

5 2,28 0,722 0,9984 

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 correlação com os dados 

experimentais ficou acima de 0,900, com exceção do experimento onde 

foram aplicadas 10 cápsulas na temperatura de 20 °C, que apresentou 

um valor de 0,8569, provavelmente por erros ocorridos durante a 

execução dos experimentos. 

 O parâmetro      está relacionado à cinética da reação, que 

depende da temperatura e também da concentração de enzima aplicada. 

Em relação à dependência com a temperatura, os valores desse 

parâmetro variam de 1,18 a 2,28 µmol.L
-1

.min
-1

, entre 20 e 40 °C, nas 

reações onde foram aplicadas 5 cápsulas. Para os experimentos com 10 

cápsulas, os valores de      variam entre 1,26 a 3,25 µmol.L
-1

.min
-1

. 

Por fim, quando foram aplicadas 15 cápsulas, as velocidades da reação 

observadas foram 1,47, 2,47 e 5,65 µmol.L
-1

.min
-1

, em ordem crescente 

de temperatura aplicada nos experimentos. 

 Com relação ao parâmetro   , devemos considerar que esse valor 

não representa a constante de saturação intrínseca da enzima, e sim um 

valor aparente que depende do sistema de imobilização (SHULER, 

2002). Dessa forma, considere    como sendo a constante de saturação 

da enzima livre. A relação entre as duas constantes é dada pela Equação 

5.3. 

 

        
    

          
  (5.3) 

  

Onde    representa o coeficiente de transferência de massa do 

substrato no meio reacional. Desta forma, observa-se que o parâmetro 

   é função da velocidade máxima da reação. Com o aumento no valor 

de      provoca uma alteração no valor da constante de saturação. Esse 

efeito pode ser observado para os dados obtidos. À medida que o      

aumenta na temperatura de 30 °C, por exemplo, variando de 3,28 a 5,65 

(µmol.L
-1

.min
-1

), o valor da constante de saturação varia de 0,722 a 

1,042 mg.L
-1

. Para temperatura de 20 °C, esse efeito não foi observado 

uma vez que o coeficiente de correlação entre os dados, principalmente 

para quantidades de cápsulas adicionadas iguais a 10 e 15 unidades, 

apresentaram valores reduzidos (0,8569 e 0,9146), o que sugere a 
realização de um maior número de experimentos. 
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5.6.5. Avaliação da capacidade de reutilização do biocatalisador na 

bioconversão de 2,6-dimetoxifenol.  

 

 Os experimentos demonstraram que a lacase imobilizada 

apresenta boa estabilidade com relação à sua reutilização após vários 

ciclos reacionais, quando aplicada na oxidação do 2,6-dimetoxifenol.  

 Para os experimentos realizados a 20 °C, após oito ciclos 

reacionais, a cápsula ainda apresentava atividade catalítica acima de 80 

%, para as várias concentrações de enzima aplicadas nos estudos. 

 Com o aumento na temperatura, a estabilidade operacional 

diminui após a realização de sucessivas utilizações da enzima 

imobilizada. Para 30 °C, a atividade enzimática chegou a ser reduzida 

em 40 % do valor observado na primeira utilização. Para a temperatura 

de 40 °C, essa redução foi ainda maior, atingindo um residual de 30% da 

atividade enzimática observada inicialmente.  

 Com relação à influência da concentração de substratos na 

estabilidade operacional da enzima imobilizada, observa-se que existe 

uma tendência a diminuir a atividade da enzima após um ciclo reacional, 

com o aumento da concentração inicial de reagentes. Esse fator pode ser 

explicado da seguinte maneira: em elevadas concentrações iniciais de 

substrato, existe uma maior liberação de produto que é adsorvido pela 

cápsula e dessa forma prejudica a sua atividade catalítica em uma nova 

utilização.  
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Figura 5.27 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 5 

cápsulas e temperatura de 20 °C. 

 

 

 
Figura 5.28 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 10 

cápsulas e temperatura de 20 °C 
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Figura 5.29 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 15 

cápsulas e temperatura de 20 °C. 

 
Figura 5.30 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 5 

cápsulas e temperatura de 30 °C. 
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Figura 5.31 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 10 

cápsulas e temperatura de 30 °C 

 

Figura 5.32 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 15 

cápsulas e temperatura de 30 °C. 
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Figura 5.33 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 5 

cápsulas e temperatura de 40 °C. 

 

 
Figura 5.34 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 10 

cápsulas e temperatura de 40 °C. 
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Figura 5.35 – Atividade enzimática do biocatalisador após a sua utilização em 

vários ciclos batelada. Os experimentos foram realizados com a aplicação de 15 

cápsulas e temperatura de 40 °C. 

 Observa-se que com uma quantidade de 15 cápsulas na 

temperatura de 40 °C, a estabilidade operacional do biocatalisador é a 

menor observada. Isso pode estar ligado à maior quantidade de produto 

de oxidação gerado, que provavelmente é adsorvido na superfície da 

cápsula, prejudicando a sua atividade enzimática em um novo ciclo 

reacional.  

 Os resultados obtidos corroboram com as observações feitas por 

Rosa (2004). Em seus experimentos o autor realizou a oxidação de 2,6-

DMP com lacases imobilizadas em Eupergit C. Após a realização de 10 

ciclos reacionais, não foi observada redução significativa na atividade 

da enzima imobilizada, realizando o processo em temperatura ambiente 

e com concentração de 10 mmol.L
-1

. 
 

5.7. Avaliação da estabilidade do biocatalisador aplicado em 

reatores contínuos de leito fixo. 
 

 A viabilização de processos catalíticos se torna facilitada quando 

podem ser operados em forma de fluxo contínuo. Além disso, é 
necessário que a enzima mantenha sua estabilidade pelo maior tempo 

possível. 

 Nesse estudo foram avaliadas também a estabilidade da enzima 

imobilizada frente a dois substratos padrão, a siringaldazina e o 2,6-

dimetoxifenol.  
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5.7.1. Avaliação da estabilidade do biocatalisador na bioconversão de 

siringaldazina. 

 

Nas Figuras 5.36 a 5.38, estão apresentados os resultados 

obtidos para o acompanhamento do produto de bioconversão da 

siringaldazina, mediada pela enzima lacase imobilizada em quitosana.  

Um aumento na massa de biocatalisador promove uma maior 

formação de produtos, em todas as temperaturas utilizadas. Para a 

temperatura de 20 °C, a concentração máxima de produto observada foi 

em média igual a 4,0 e 1,5 µmol.L
-1

 para 2,0 e 1,0 g de cápsulas 

empregadas no reator, respectivamente. A 30 °C, os valores de 

concentração determinados pela leitura da absorvância a 525 nm 

observados foram de 2,52, 5,96 e 7,41 µmol.L
-1

 para quantidades 

crescentes de cápsulas 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 

concentração de produtos foram os maiores obtidos, sendo iguais a 5,51, 

7,02 e 10,05 µmol.L
-1

, para as temperaturas de 20, 30 e 40 °C, 

respectivamente.    

 

 
Figura 5.36 – Valores de concentração de produto medidas em 525 nm nas 

amostras coletadas na saída do reator. A vazão de alimentação do reator foi 5 

mL.h
-1

, concentração de siringaldazina na solução de alimentação igual a 10 

mg.L
-1

 e temperatura de 20 °C.  
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Figura 5.37 – Valores de concentração de produto medidas em 525 nm nas 

amostras coletadas na saída do reator. A vazão de alimentação do reator foi 5 

mL.h
-1

, concentração de siringaldazina na solução de alimentação igual a 10 

mg.L
-1

 e temperatura de 30 °C.  

 
Figura 5.38 – Valores de concentração de produto nas amostras coletadas na 

saída do reator e acompanhadas em 525 nm. A vazão de alimentação do reator 

foi 5 mL.h
-1

, concentração de siringaldazina na solução de alimentação igual a 

10 mg.L
-1

 e temperatura de 40 °C.  
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Novamente, foi observado que o catalisador sofreu uma rápida 

desativação em função do tempo de processo, independente da condição 

utilizada. Essa desativação tende a ser mais intensa com o aumento da 

temperatura. 

Analisando visualmente o aspecto das cápsulas de quitosana 

antes da aplicação no reator e após a sua utilização no processo de 

oxidação, foi constatado que as cápsulas sofreram escurecimento. Esse 

efeito pode estar ligado à adsorção do produto de oxidação da 

siringaldazina nas cápsulas de quitosana. Esse produto adsorvido 

provavelmente age de forma a prejudicar a capacidade catalítica da 

enzima. Nas Figuras 5.39 e 5.40, pode-se observar a coloração do 

biocatalisador antes e após o seu uso na bioconversão da siringaldazina. 

O efeito de arraste da enzima pela solução é considerado desprezível, 

uma vez que foi circulada solução tampão na mesma vazão, isenta de 

substrato. Foi analisada a atividade enzimática na solução de saída do 

reator ao longo do tempo e o teste foi negativo. Esse fato era esperado, 

uma vez que no preparo do biocatalisador, as cápsulas são lavadas 

exaustivamente até a atividade enzimática não ser detectável na água de 

lavagem.  

 

 

 
 

Figura 5.39 – Imagem da cápsula de quitosana antes de ser aplicada no reator. 

 



5. Resultados e Discussão 

80 

 
 

Figura 5.40 – Imagem da cápsula de quitosana em operação no reator contínuo. 

Detalhe para o escurecimento da cápsula durante o seu uso. 

5.7.2. Avaliação da estabilidade do biocatalisador na bioconversão do 

2,6-dimetoxifenol. 

 

Para o processo utilizando 2,6-dimetoxifenol como substrato 

padrão, foi observada uma maior estabilidade do biocatalisador em 

relação à sua capacidade de bioconversão ao longo do tempo. Os 

resultados estão apresentados nas Figuras 5.41 a 5.43. 
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Figura 5.41 – Valores de concentração de produto medidas em 470 nm nas 

amostras coletadas na saída do reator. A vazão de alimentação do reator foi 5 

mL.h
-1

, concentração de 2,6-DMP na solução de alimentação igual a 10 mg.L
-1

 e 

temperatura de 20 °C.  

 Na temperatura de 20 ºC observa-se que um aumento na 

quantidade de cápsulas empacotada no reator promove um aumento na 

bioconversão do substrato. Para uma massa igual a 2,0 g, a concentração 

média de produto detectada na saída, medida em 470 nm foi igual a 

11,84 µmol.L
-1

. Para massas menores, iguais e 1,0 e 0,5 g, os valores de 

absorvância foram iguais a 9,10 e 7,58 µmol.L
-1

, respectivamente.  

 Com relação à queda na capacidade de bioconversão ao longo do 

tempo, para um empacotamento de enzimas igual a 2,0 g, a 

concentração de produto na saída diminuiu de 11,84 para 6,25 em um 

tempo igual a 720 minutos. Isso representa uma queda por volta de 41% 

da atividade catalítica do biocatalisador, em relação à mesma atividade 

observada nos primeiros instantes do estado estacionário. Para as outras 

massas, a diminuição percentual na atividade foi igual a 38 e 45 %, para 

as massas de 1,0 e 0,5 g de cápsulas, respectivamente. Esses valores são 

calculados para uma redução na concentração de produto medida na 

saída do reator de 4,04 (9,10 para 5,06 µmol.L
-1

) para massa de 1,0 g e 

3,43 (7,58 para 4,15 µmol.L
-1

). Dessa forma, uma menor massa de 
biocatalisador no reator, quando submetido à mesma carga de substrato 

sofre uma maior redução na atividade em relação as massas maiores. 

Tempo (min) 
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Figura 5.42 – Valores de concentração de produto medidas em 470 nm nas 

amostras coletadas na saída do reator. A vazão de alimentação do reator foi 5 

mL.h
-1

, concentração de 2,6-DMP na solução de alimentação igual a 10 mg.L
-1

 e 

temperatura de 30 °C.  

 

 Para os experimentos conduzidos na temperatura de 30 °C, as 

reduções 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 

o 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 concentração de produto medidas em 470 nm nas 

amostras coletadas na saída do reator. A vazão de alimentação do reator foi 5 

mL.h
-1

, concentração de 2,6-DMP na solução de alimentação igual a 10 mg.L
-1

 e 

temperatura de 40 °C.  

  

A 40 °C, as reduções na atividade foram as maiores observadas 

em todos os experimentos. Para as massas de 2,0 e 1,0 g, houve uma 

diminuição de 60 e 68 %, respectivamente na capacidade de 

bioconversão do catalisador. Para a massa de 0,5 g, a redução atingiu 86 

%. 

 Dessa forma, é possível perceber que a temperatura é decisiva na 

estabilidade operacional do biocatalisador. Embora um aumento na 

temperatura de operação, dentro da faixa de valores estudada (20 a 40 

°C), promova um aumento na capacidade de bioconversão, ocorre um 

aumento na perda de atividade do biocatalisador com a temperatura. Isto 

pode ser ocasionado pela maior geração de produtos de oxidação 

adsorvidos pelo biocatalisador ou elevada temperatura que compromete 

a conformação espacial da enzima, diminuindo a sua atividade. 
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Figura 5.44 – Produto de oxidação obtido durante a bioconversão do 2,6-DMP, 

mediado pela lacase imobilizada em quitosna. 

 

 O produto de oxidação do 2,6-dimetoxifenol apresentou uma 

coloração amarelada, que permitiu o acompanhamento de sua formação 

por espectroscopia UV-vis na região de 470 nm. Entretanto, esse 

composto gerado é instável e após 3,0 horas, se transforma em um 

composto com coloração marrom, que se apresenta insolúvel em água. 

 

 
Figura 5.45 – O produto de conversão do 2,6 dimetoxifenol apresenta cor 

amarelada e se mantém estável por aproximadamente 3 horas. Após esse 

período ele se transforma no precipitado apresentado na Figura.  
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O composto gerado na bioconversão é sem dúvida o 

responsável pela redução na capacidade catalítica do biocatalisador. 

Provavelmente o mesmo é adsorvido na superfície do catalisador e com 

o tempo se transforma no composto marrom apresentado na Figura 5.47. 

A adsorção do composto em questão pode ser constatada visualmente, 

observando o aspecto da cápsula no inicio na reação e após as 720 horas 

de aplicação no reator. 

 

 
 

Figura 5.46 – Cápsula de quitosana com enzima imobilizada no início do 

processo. 

 
 

Figura 5.47 – Aspecto do biocatalisador após 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 concentração de 

oxigênio disponível ao longo do reator, que é consumido ao passo que o 

substrato é oxidado. Desta forma, outros experimentos deveriam ser 

conduzidos com o objetivo de verificar o perfil da concentração de 

oxigênio ao longo do reator e também realizar a alimentação em 

diversos pontos de forma a manter constante a concentração do aceptor 

final de elétrons. 

 

5.7.3. Ajuste do modelo de desativação de Sadana 

 

Para descrição matemática da desativação do biocatalisador ao 

longo do tempo de operação, foi ajustado o modelo de Sadana 

(SADANA, 1980), conforme apresentado nas Figuras 5.48, 5.49 e 5.50. 

 

 
 

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. 

 
Figura 5.50 – Ajuste do modelo de Sadana aos dados experimentais obtidos na 

temperatura de 40 °C. 

 Os parâmetros dos modelos ajustados aos dados experimentais 

são apresentados na Tabela 5.9. 

 

Tempo (min) 
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Tabela 5.9 – Parâmetros do modelo de Sadana ajustados aos dados 

experimentais. 

 

Temperatura 

(°C) 

Massa de 

catalisador (g) 
   (h

-2
)      (h) R

2 

20 

0,5 1,80.10
-6

 745,35 0,964 

1,0 2,22.10
-6

 671,15 0,897 

2,0 2,31.10
-6

 657,95 0,928 

30 

0,5 3,14.10
-6

 564,33 0,801 

1,0 3,20.10
-6

 559,01 0,230 

2,0 2,50.10
-6

 632,45 0,737 

40 

0,5 4,54.10
-6

 469,32 0,720 

1,0 2,90.10
-6

 587,22 0,971 

2,0 3,52.10
-6

 533,00 0,627 

 

 Os resultados obtidos demonstram que para algumas condições 

de estudo, o ajuste do modelo não foi satisfatório, como por exemplo, na 

temperatura de 30 °C, com a aplicação de 1,0 g, onde o coeficiente de 

correlação 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 

contrário do que o modelo de Sadana propõe. Entretanto, para outros 

experimentos o modelo se adaptou bem e seus parâmetros podem 

apresentar informações importantes a respeito do comportamento do 

biocatalisador aplicado na bioconversão de 2,6-DMP. 

 Observa-se que com o aumento da temperatura, existe uma 

tendência aumentar o valor da constante de desativação, indicando que a 

estabilidade do biocatalisador tende a ser menor em temperaturas mais 

elevadas. Para massa de biocatalisador aplicada igual a 0,5 g e a 20 °C o 

valor da constante é 1,80.10
-6

 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
-6

 e 4,50.10
-6

 h
-2

, 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 possível aplicar outros modelos 

que descrevam melhor o comportamento da desativação do 

biocatalisador estudado, como por exemplo, modelos de perda de 

atividade ao longo do tempo de forma exponencial. 
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6. CONCLUSÕES  
 

Com base no trabalho realizado foi possível concluir que a 

imobilização da enzima lacase em quitosana apresenta-se como uma 

metodologia viável, sob o ponto de vista técnico, destacando-se os 

seguintes aspectos: 

 

- A otimização do processo de imobilização foi importante para definir 

as condições para obtenção do biocatalisador com a maior atividade 

enzimática possível. Desta forma, a melhor condição de imobilização da 

enzima lacase em quitosana envolveu o entrecruzamento com solução 

de glutaraldeído com concentração de 1 %, tempo de imobilização de 

5,5 horas, pH do meio e concentração de enzima no processo de 

imobilização igual a 6,5 e 6,0 g.L
-1

, respectivamente. O biocatalisador 

obtido nestas condições apresentou atividade de 103,38 U.g
-1

. 

Entretanto, outros fatores devem ser considerados como parâmetros para 

avaliar o processo de imobilização. 

 

- A quitosana utilizada no trabalho apresentou grau de desacetilação 

igual a 86,94 %, sendo que este dado se encontra dentro da faixa de 

valores utilizados em diversos trabalhos. Além disso, as cápsulas 

contendo enzimas imobilizadas apresentaram um diâmetro médio de 

3,06 mm, massa média de 19,7 mg e massa específica de 1,35 g.cm
-3

.  

 

- Com relação à manutenção da atividade enzimática devido à 

estocagem da enzima, foi verificado que a manutenção em solução 

tampão pH 8,0 e em temperatura de 8 °C, otimiza a redução da perda de 

atividade da enzima. Esta informação é fundamental para definir a 

metodologia que irá conservar a atividade enzimática pelo maior tempo 

possível, garantindo a sua estocagem prolongada. 

 

- Na aplicação da lacase imobilizada na bioconversão dos derivados 

fenólicos estudados neste trabalho, foi verificado que a estrutura 

química é um fator essencial para avaliação da atividade catalítica da 

enzima. Para o 4-nitrofenol não foi observada bioconversão em 24 horas 
de reação. Para compostos como o 2,5-xilenol e 2,6- xilenol, 2,3,5-

trimetilfenol e o p-etilfenol, as conversões ultrapassam 90%. A 

temperatura também apresenta um efeito importante com relação à 

bioconversão, sendo que, de uma forma geral, os melhores resultados 
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foram obtidos para a temperatura de 40 °C. Desta forma, para 

bioconversão de compostos fenólicos em efluentes industriais, é 

necessário conhecer os compostos que estão presentes, de forma a 

prever quais serão as taxas de remoção individuais de cada um dos 

diversos componentes da mistura. Caso contrário, não será possível 

reproduzir os ensaios de remoção a não ser que a variedade dos 

compostos fenólicos presentes na mistura seja alterada.   

 

- O estudo da aplicação da lacase imobilizada na bioconversão da 

siringaldazina demonstrou que um aumento na concentração de 

substratos aumenta a velocidade inicial da reação até um determinado 

valor de concentração. Acima deste valor, a enzima sofre inibição, 

sendo que a velocidade se reduz à zero em elevadas concentrações 

iniciais. Entretanto, o valor da concentração de substrato necessário para 

se observar a inibição é proporcional à relação entre a quantidade de 

substrato e a quantidade de cápsulas com enzima imobilizadas 

adicionadas ao reator. Esse efeito de inibição é observado para todas as 

temperaturas estudadas neste trabalho. 

 

- Com relação à estabilidade operacional da enzima imobilizada em 

vários ciclos de bioconversão da siringaldazina, observou-se que não é 

possível reutilizar a enzima por vários ciclos, sendo que em muitos 

casos já na segunda utilização a enzima apresenta uma atividade igual a 

40 % da inicial. Este efeito está ligado ao fato de o produto de reação se 

ligar à cápsula, reduzindo a sua atividade, o que inviabiliza o seu uso em 

ciclos subseqüentes. Quando a enzima lacase foi aplicada na 

bioconversão do 2,6-dimetoxifenol, não foi observada inibição pelo 

substrato dentro da faixa de valores aplicados no estudo, sendo que a 

relação entre a velocidade inicial da reação e a concentração de 

substratos pode ser ajustada pelo modelo de Michaelis e Menten.  

 

- Para avaliação da estabilidade da enzima em vários ciclos de 

biotransformação do 2,6-dimetoxifenol, os resultados demonstraram que 

a atividade da enzima se mantém estável por até 8 ciclos de batelada. 

Entretanto, com o aumento da temperatura a estabilidade operacional é 

prejudicada. 

 

- Foi observado que para avaliação da estabilidade operacional de 

lacases, o 2,6-DMP é o substrato mais indicado para este estudo, em 

função da sua simplicidade de aplicação enquanto que a siringaldazina, 

embora seja o substrato mais divulgado para medida de atividade de 
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lacases, não pode ser utilizado para avaliação da capacidade de 

reutilização do biocatalisador pelos efeitos de inibição observados.  

 

- De forma geral, o processo de imobilização permitiu o uso da enzima 

em vários ciclos de reação (usando o 2,6-DMP), sem perda considerada 

da atividade enzimática, potencializando seu uso em processos 

industriais, especialmente na bioconversão de derivados fenólicos em 

efluentes industriais. 

           

- Na aplicação das enzimas imobilizadas em reatores de leito fixo, foi 

verificado também que a siringaldazina apresenta problemas 

operacionais para o reator com relação à 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 biotransformação.  Foi ajustado o modelo de 

Sadana para relacionar a perda de atividade do biocatalisador ao longo 

do tempo. Entretanto não se pode concluir que este modelo se adaptou 

bem aos dados experimentais pois em alguns casos o ajuste não foi 

satisfatório. 

 

- Por fim, além de garantir o uso da enzima em vários ciclos de 

oxidação, o processo de imobilização viabilizou a aplicação da enzima 

em reatores contínuos de leito fixo (packed bed reactors), devido ao fato 

de a enzima se manter estável no reator por um tempo prolongado. 
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7. SUGESTÕES  
 

Alguns experimentos podem ser realizados para ajudar a 

esclarecer alguns efeitos e enriquecer o trabalho realizado, entre os 

quais: 

 

- Avaliar a otimização do processo de imobilização em termos de 

atividade específica e capacidade de reutilização do biocatalisador 

obtido. 

 

- Realizar os experimentos com outros diâmetros de cápsulas e 

determinar a etapa limitante do processo. 

 

- Verificar a capacidade de reutilização do biocatalisador na 

biotransformação dos compostos estudados. 

 

-  Estudar a influência de outros fatores na operação em reatores de leito 

fixo, como a concentração de substratos na entrada do reator e a adição 

de mediadores de reação. 

 

- Aplicar o estudo na bioconversão de efluentes industriais. 
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