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IMMOBILIZATION AND CHARACTERIZATION OF LACCASE AND ITS USE IN THE BIODEGRADATION OF PAPER
MILL EFFLUENT. Laccase from Aspergillus sp was immobilized on glutaraldehyde-activated chitosan beads. A comparative study

between free and immobilized laccase was conducted and the potential of the resulting immobilized derivative in the biodegradation

of pulp and paper mill effluent was evaluated. The immobilized laccase is more resistant to various denaturing conditions, which
allows for the reduction of 65% of the phenols (total and low molecular weight) and loss of 60% of total color in the effluent. These
results show the potential of the immobilized laccase in the biodegradation of phenols, the chemical agents responsible for the high

toxicity of the effluent generated in cellulose pulp industries.
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INTRODUCAO

As industrias de papel e celulose produzem um grande volume
de efluentes, cujas caracteristicas variam dependendo do processo de
fabricagdo utilizado. O processo de fabricagdo do papel resume-se nas
seguintes etapas: corte da madeira e peneiramento, polpag¢ao, branque-
amento da polpa obtida e fabricac@o do papel, sendo que os efluentes
mais téxicos sdo gerados na etapa de branqueamento da polpa.' Para
a realiza¢do do branqueamento da polpa vdrios agentes podem ser
utilizados, dentre os quais € possivel citar o oxigénio, peréxido de
hidrogénio, 0zonio, dcido paracético, hipoclorito de sédio e o diéxido
de cloro. Entre um estdgio de branqueamento e outro, a polpa ¢ lavada
com elevada quantidade de d4gua para a remogao das substancias respon-
sdveis pela cor da mesma. Nos processos mais modernos, o oxigénio é
normalmente utilizado no primeiro estdgio de branqueamento. Neste
aspecto, existe uma tendéncia geral em nao utilizar qualquer tipo
de substancia clorada utilizando o chamado branqueamento “total
chlorine-free” (TCF) ou branqueamento totalmente livre de cloro.?
Contudo, o processo tradicional de branqueamento ainda € utilizado
por algumas fébricas, que, por sua vez, ocorre quando as polpas sdo
branqueadas por cloro molecular (Cl,), seguido de sucessivas extragdes
alcalinas com NaOH concentrado. Dessa forma, os efluentes gerados na
etapa de branqueamento sao constituidos de uma grande diversidade de
compostos organoclorados. Esses compostos sdo de dificil biodegrada-
¢do, podem exercer significativo efeito toxico a comunidade bioldgica
e conferem aos efluentes cores e altas cargas de matéria organica
consumidora de oxigénio.* Além de compostos organoclorados, os
efluentes também contém acidos carboxilicos aromaticos, clorados e
ndo clorados, ligninas de alta e baixa massa molar e seus produtos de
degradagio.*> Os tratamentos dos efluentes mais empregados por essas
industrias s@o as lagoas de estabilizagdo, lagoas de aeragdo e o lodo
ativado, que sdo eficientes na reducdo de demanda quimica de oxigénio
(DQO) e na fragdo de compostos fendlicos de baixa massa molar. No
entanto, ndo reduzem a fracido de compostos fendlicos de alta massa
molar. Os tratamentos convencionais também nao reduzem a cor dos
efluentes, que por sua vez, € atribuida principalmente aos compostos
fendlicos de alta massa molar.® Considerando isso, outros métodos,
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principalmente relacionados a etapa de branqueamento das polpas
e ao tratamento desses efluentes, vém sendo estudados, dentre eles
merecem destaque os processos enzimaticos que visam a utiliza¢ao de
enzimas lignoliticas extracelulares obtidas de fungos degradadores de
madeira. Dentre a vasta diversidade de enzimas lignoliticas existentes,
encontram-se as lacases.>”!?

As lacases (EC 1.10.3.2) s@o enzimas que catalisam, por abstra-
¢do de um elétron, uma grande variedade de substratos organicos e
inorganicos incluindo mono-, di- e polifendis, aminofendis, metoxi-
fendis e aminas aromadticas com concomitante redu¢@o de oxigénio
para dgua. As lacases vém sendo estudadas para vérias aplicagdes
biotecnoldgicas, tais como a biotransformaciio de xenobidticos e
efluentes industriais,'* a descoloragé@o de corantes,'* a biorremediagido
de solos contaminados,'* a produgéo de bioetanol,'*!° a clarificagdo
de vinhos e chds e a producdo de biossensores.'”> No entanto, as
aplicacdes citadas para as lacases possuem menor viabilidade com
a utilizagdo das mesmas na forma livre, ou seja, seu uso efetivo ¢
normalmente dificultado devido as mesmas estarem sujeitas a fatores
quimicos, fisicos e bioldgicos que limitam sua vida util durante uso
ou estocagem. Muitas destas caracteristicas indesejdveis podem ser
removidas ou amenizadas com o uso das enzimas na forma imobili-
zada.’*!® A defini¢do para enzimas imobilizadas recomendada pela
Primeira Conferéncia sobre Engenharia Enzimdtica de 1971 diz que
as enzimas imobilizadas sdo enzimas ou sistemas enzimaticos fisi-
camente confinados ou localizados em uma certa regido definida no
espago com retencdo de suas atividades cataliticas e que podem ser
usadas repetida e continuamente.'®!” O confinamento das enzimas em
suportes solidos proporcionam diversas vantagens sobre as enzimas
livres, tais como promover maior estabilidade operacional, aumentar
avida util da enzima e facilitar a separag@o do produto do catalisador,
em processos analiticos e em reatores de fluxo continuo.'® Varios
tipos de suportes sélidos vém sendo estudados para a imobilizacio
das lacases, dentre eles destaca-se a quitosana.'!® A quitosana € o
derivado mais importante da quitina, possuindo vérias propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas que tornam este polimero muito versatil
quimicamente quando comparado & quitina.”® Dentro deste contexto,
0 objetivo deste trabalho foi promover a imobilizacio da lacase em
esferas de quitosana e avaliar seu potencial de biodegradacido do
efluente coletado de uma industria papeleira de Santa Catarina.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

A quitosana e a lacase de Aspergillus niger recombinante
(DENILITE TMII BASE) foram doadas respectivamente pelo
Laboratério QUITECH - Departamento de Quimica (UFSC) e
NOVOZYMES®. A siringaldazina e o glutaraldeido 25% (v/v) foram
adquiridos, respectivamente, da SIGMA e VETEC. A quitosana utili-
zada apresentou as seguintes caracteristicas: Grau de desacetilacio de
72,5%, massa molar média de 83,79 kDa e drea especifica de 4,86 m%/g.
O efluente foi coletado da industria de papel e celulose KLABIN
S.A. daregido de Correia Pinto - Santa Catarina, produtora de polpas
ndo branqueadas, e apresentou as seguintes caracteristicas: pH = 8,1;
condutividade = 1,225 mS; DQO = 1748 mg/L e DBO = 750 mg/L.

Preparo e ativacio das esferas de quitosana

Foi preparada uma solugdo de quitosana 33,3 g/L utilizando como
solvente dcido acético 5%. Esta solu¢ao foi gotejada em uma solugao
NaOH 1,0 mol L' com uma bomba peristaltica (PERIMAX- 12
SPETEC). Em seguida, as esferas permaneceram no banho de preci-
pitagdo por 6h e, posteriormente, foram lavadas com dgua ultrapura
até o pH da solugdo resultante ter atingido um valor préximo a 8,0.*'*
Para o processo de ativacio, foi incubada uma proporg¢ao aproximada
de 10 g de esferas de quitosana por mL de solugdo de gluraraldeido
3% (v/v) por 6 h.2 Em seguida, as esferas foram lavadas com trés
volumes de 150 mL de dgua destilada.

Imobilizacio da lacase nas esferas de quitosana ativadas

A imobilizacio consistiu em incubar, uma propor¢ao aproximada
de 10 g de esferas de quitosana por 1 mL de solugdo de lacase 0,5 g/L,
por 5h, a 25 °C e sob agita¢do de 100 rpm. O sistema permaneceu
em um shaker (CERTOMAT - BS-1). Na sequéncia, as esferas foram
lavadas com 150 mL de dgua destilada e armazenadas em geladeira
até€ o uso. Para a enzima livre e imobilizada, foram realizadas as
determinacdes enzimadticas utilizando-se o método que se baseia na
oxidacdo de siringaldazina para sua forma quinona, que apresenta
absorc@o a 525 nm (g = 65.000 L mol! cm™).>* Os dados foram ob-
tidos com o auxilio de um espectrofotometro Hewlett-Packard. Para
determinagdo da atividade foram utilizados: 500 pL de tampao fosfato
(0,1 mol L) pH 4,0, 50 pL de solucdo enzimdtica 0,5 g/L ou 0,07 g
de suporte com enzima e 25 pL de solu¢@o alcodlica de siringaldazina
(0,5 g/L) em uma cubeta de quartzo de 1 mL ou cubeta de vidro de
3 mL para o caso da enzima imobilizada. Uma unidade enzimadtica
(U) foi definida como a quantidade de enzima livre ou imobilizada
necessdria para oxidar 1 pumol L' de substrato por minuto em 1 mL
de solucdo ou 1 g de suporte.

Propriedades bioquimicas e cinéticas da lacase livre e
imobilizada em quitosana

Para conhecer o pH que favorece a maior atividade enzimadtica,
areacgdo citada anteriormente foi acompanhada a 25 °C em tampdes
tartarato (0,1 mol L") pH 3,0 a 5,5 e, em tampdes fosfato (0,1 mol L)
pH 6,0 a 8,0. A determinagdo das propriedades cinéticas (KM e
Vmax) foi realizada com trés substratos: ABTS (dcido 2,2-azinobis-
3-etilbenzotiazole-6-sulfonato) (MERCK), siringaldazina (SIGMA)
e vermelho de fenol (VETEC). Os parametros cinéticos KM e Vmax
foram calculados a partir do ajuste na equacio de Michaelis-Menten
dos dados de velocidade de oxidacdo e concentracdo de substrato
usando o software ENZFITTER (Elsevier-Biosoft, Cambridge, UK).
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Testes de estabilidade da lacase

Para a determinag@o da estabilidade enzimatica frente a diferentes
inibidores, os mesmos foram adicionados na solucdo usada para os
ensaios de atividade enzimadtica descritos no item anterior. Os volumes
dos inibidores foram adicionados na solucdo de modo que as concen-
tragdes finais da mesma variassem de 0 a 180 umol L' no instante
inicial em que todos os reagentes foram misturados. Os inibidores
usados na mistura de reagdo para os ensaios de atividade enzimdtica
foram: EDTA (CAAL), K,[Fe(CN),] (CINETICA QUIMICA), NaN,
(DIFCO), K,Cr,0, (CINETICA QUIMICA) e H,0, (MERCK). Os
inibidores citados foram escolhidos por serem os tipos de substancias
que sabidamente inibem a atividade das enzimas, de modo geral.

Para a determinag@o da estabilidade térmica, as enzimas livre
(solugdo 0,5 g/L — 20 U) e imobilizada (0,07 g de suporte + enzima)
foram adicionadas em 500 pL de tampaio tartarato (0,1 mol L!) pH
4,0 e pré-incubadas a temperaturas de 25 a 70 °C. Para os ensaios
de atividade enzimatica relativa foram retiradas aliquotas de 50 pL
ap6s 30 minutos de incubagao. Os calculos dos ensaios de atividade
enzimadtica relativa foram realizados levando-se em consideragdo a
razdo entre a atividade enzimadtica final (apds o periodo de incubacdo)
e atividade enzimdtica inicial (antes do periodo de incubag¢ao).

Para a determinagdo de estabilidade frente a diferentes solven-
tes, as enzimas livre (solugdo 0,5 g/L. — 20 U) e imobilizada (0,07
g de suporte + enzima) foram incubadas com solugdes de etanol
(NUCLEAR), dioxano (NUCLEAR), acetato de etila (GRUPO
QUIMICA), acetona (NUCLEAR) e glutaraldeido (VETEC) em
concentragdes finais de solucao entre 0 e 90%. Os ensaios de ativi-
dade enzimatica foram realizados ap6s 30 minutos de incubagdo da
enzima com os solventes utilizando o mesmo método do item anterior.

O efeito do uso repetido foi determinado, no qual as esferas
pesando aproximadamente 0,07 g e contendo a enzima imobilizada
foram adicionadas em uma cubeta de 3 mL contendo 1 mL de tampao
tartarato (0,1 mol L) pH 4,0 e 25 pL de siringaldazina (0,5 g/L) para
a realizacdo dos ensaios de atividade enzimdtica. Apds completa
oxidacdo do substrato, as esferas foram lavadas com 100 mL de
dgua destilada a 25 °C em uma peneira pldstica. A oxidagdo final do
substrato foi avaliada por meio da queda total de absorbancia, quando
a leitura da solucio foi realizada em 525 nm com o auxilio de um
espectrofotdmetro. Apds a etapa de lavagem, o mesmo método para
a realiza¢@o do ensaio de determinacdo de atividade enzimatica foi
repetido cinco vezes.

Ensaios de biodegradacao do efluente com a enzima
imobilizada

Em erlenmeyers de 1000 mL foram adicionados 412,5 mL de
efluente misturados com 87,5 mL de tampdo tartarato (17,5% v/v)
0,1 mol L', pH 5,5 e incubados com 2 g de suporte com enzima imo-
bilizada ou equivalente a, aproximadamente, 120 esferas. Com base
em uma amostra de 12 esferas foi possivel estimar que, em média, cada
esfera apresentou 0,5 U. Um segundo grupo de frascos foi incubado
com 0s mesmos componentes, porém, com o suporte sem a enzima
imobilizada, para a obtengo de valores do controle negativo. Os frascos
foram mantidos sob aerac@o e temperatura de 25 °C. A aeragfo nos
frascos foi realizada com auxilio de uma bomba de aquario de 1,5 W.
Para determinacéio das modificacdes quimicas causadas no efluente,
apos tratamento de 24h, foram analisados os seguintes pardmetros:
fendis totais,” fendis totais de baixa massa molar,” medidas de cor,?
caracterfstica da cor,”® demanda quimica de oxigénio (DQO)* e de-
terminagdo de grupos ionizdveis utilizando titulacdo potenciométrica.*
Para os resultados observados foi realizado o teste ANOVA seguido
pelo teste de Tukey utilizando o software STATISTICA 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades bioquimicas e cinéticas da lacase livre e
imobilizada em quitosana

Adotando as condi¢des de imobilizacio previamente otimizadas,
foi obtido um derivado imobilizado com atividade enzimatica de 20
U/g.? A determinagio do pH 6timo das lacases livre e imobilizadas
em quitosana foi realizada pela variagao do valor do pH do substrato
numa faixa de 3,0 a 5,5, a 25 °C (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do pH sobre a atividade da enzima livre (O) e imobilizada
(®). A atividade a 25 °C. Os pontos das curvas representam as médias de 3
repeti¢oes para cada andlise

Verificou-se que o pH 6timo de 4,0 para a enzima livre foi des-
locado para valores mais elevados no caso da enzima imobilizada
(5,5). Esse comportamento tem sido atribuido a diferenca na con-
centracdo de fons H* entre o microambiente, no qual a enzima esta
imobilizada (suporte polieletrdlito), e a solucdo que envolve este
suporte.’** Embora o conceito sobre a mudanca de pH em relagio
a natureza elétrica do suporte seja uma ferramenta ttil para explicar
os deslocamentos de pH ap6s a etapa de imobilizagdo, vale a pena
ressaltar que essas mudangas podem estar associadas a outros fatores,
além da carga do polimero. Cada sistema de enzima imobilizada
apresenta caracteristicas Unicas dependentes de fatores como fonte
de enzima, tipo de suporte, método de imobilizagdo e interacdo da
enzima-suporte.'®

O efeito da concentragdo do substrato sobre a atividade da enzima
imobilizada foi investigado e comparado com o da lacase livre, sob
as mesmas condicdes de reacdo, empregando diferentes substratos
ABTS, siringaldazina e vermelho de fenol em concentracdes variando
entre 5 a 12 umol L. Para todos os substratos testados foi constatado
um incremento significativo da velocidade de reagdo para enzima
imobilizada em relag¢@o a enzima livre. Os valores de KM e Vmax
aparentes foram calculados e estdo ilustrados na Tabela 1.

Os valores de KM encontrados foram mais elevados para enzima
imobilizada, independentemente do substrato utilizado, indicando

Tabela 1. Parimetros cinéticos para a lacase livre e imobilizada

Forma da lacase ?]?ill)iszt;iltg Vmaéx (umol/s) Km (uM)
Livre siringaldazina 34+13 4,634
Imobilizada 87+0,1 47+0,1
Livre ABTS 9,0+0,1 0,3+0,1
Imobilizada 167+0,21 79+0,1
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uma mudanca da afinidade da lacase pelos substratos (ABTS, sirin-
galdazina e vermelho de fenol) na forma imobilizada. Esta alteraciio
de afinidade foi maior para o substrato ABTS (18,6 vezes superior
ao da enzima livre). Foi também constatada uma relagdo entre os
valores dos pardmetros cinéticos e a massa molar dos substratos, ou
seja, o aumento da massa molar do substrato parece estar associado ao
aumento da diferenca dos valores obtidos para as constantes cinéticas
de ambas as formas de enzima (livre e imobilizada). Dessa forma, a
diferenca aumenta em ordem crescente para os substratos: vermelho
de fenol > siringaldazina > ABTS, que possuem, respectivamente,
massas molares de 354, 360 e 548 g/mol. E relevante esclarecer que,
apesar desta relacdo constatada, outros eventos também contribuem
para o aumento dos valores de KM, como: a) perda de flexibilidade
da enzima necessdria para a ligacdo com o substrato;'® b) limita¢do
difusional do substrato e produtos devido a natureza ndo porosa do
suporte;* ¢) formagéo de uma camada de solvente ao redor da esfera
(camada de Nernst), que pode conter concentragdo de substrato menor
em relagdo a solugéo.!®!

Os efeitos de vérios inibidores sobre a lacase livre foram investi-
gados. Os resultados (Figura 2) demonstram que, nas concentracdes
estudadas, EDTA, K,Cr,0, e K;[Fe(CN),] ndo provocaram inibi¢ao
da atividade enzimadtica.
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Figura 2. Efeito dos inibidores sobre a atividade da enzima livre a 25 °C em
tampdo tartarato 0,1 M pH 4,0. Foram avaliados: EDTA (W), K,Cr,0, (O0),
K,[Fe(CN),/(®), H,0, (A) e NaN, (¥ ). Os pontos das curvas representam
as médias de 3 repeti¢oes para cada andlise

Um estudo realizado ilustrou uma comparacio entre as lacases
de Phlebia radiata e Cerrena versicolor com relagdo ao efeito inibi-
tério de agentes quelantes. Os autores observaram que a lacase de P.
radiata foi mais resistente a inibi¢do devido ao menor contetdo de
atomos de cobre no centro catalitico. Outro estudo também ilustrou
que o EDTA néo provocou inibi¢éo sobre lacase de Cerrena unicolor.
Dessa forma, € possivel supor que a lacase utilizada neste trabalho
deve possuir um nimero reduzido de 4tomos de cobre, o que explica
sua menor susceptibilidade a inibi¢do pelo EDTA. Entretanto, os
compostos H,0, e NaN; mostraram-se potentes inibidores. Desta
forma, para avaliar se a imobilizagdo foi capaz de tornar a enzima
menos vulnerdvel frente a tais inibidores, foram realizados experi-
mentos adicionais visando determinar o efeito desses compostos na
atividade da lacase imobilizada. Para concentragio de 45 pumol L™
de H,0, verifica-se que a enzima livre foi capaz de reter apenas 10%
de sua atividade original enquanto a lacase imobilizada foi menos
suscetivel a inibigao do H,0,, retendo 50% de sua atividade original.
No entanto, a lacase imobilizada foi vulnerdvel a inibi¢ao por NaN,
da mesma forma que a enzima livre. Esses resultados sdo similares
aos descritos na literatura utilizando lacase imobilizada em vidro
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de porosidade controlada,’> sendo observado que na presenca de
NaN; o processo de imobilizagdo causou uma retengdo de atividade
desprezivel em comparac@o a enzima livre.

Testes de estabilidade da lacase

Para andlise da estabilidade térmica, as enzimas livre e imobilizada
foram pré-incubadas com tampao tartarato pH 4,0 por 30 minutos em
temperaturas variando entre 30-70 °C. Os resultados revelaram que a
imobiliza¢do conferiu maior estabilidade térmica a enzima lacase. Na
temperatura de 40 °C a lacase imobilizada foi 70% mais ativa que a
enzima livre e a 50 °C a enzima livre foi completamente desnaturada,
enquanto a enzima imobilizada ainda demonstrou atividade relativa de
40%. Esse resultado indica que a atividade da enzima tornou-se menos
dependente da temperatura apds o processo de imobiliza¢do. Embora
alguns autores tenham observado apenas um pequeno abrandamento
da perda de atividade em temperaturas superiores a 60 °C, outros
estudos revelaram que o processo de imobilizagio conferiu a enzima
um aumento significativo da estabilidade térmica em relagdo a enzima
livre. Ap6s 210 minutos de incubagdo a 60 °C, a lacase imobilizada
possuia uma atividade relativa de 74% enquanto a lacase livre possuia
atividade relativa de 19,4%. Constatou-se, desta forma, que a enzima
adquiriu satisfatdria estabilidade térmica apds o processo de imobiliza-
¢do, possibilitando possiveis aplicagdes em processos industriais com
temperaturas mais elevadas.

Testes de estabilidade das enzimas livre e imobilizada frente
a solventes de diferentes caracterfsticas estruturais e hidrofébicas
(Figuras 3 a-e) foram efetuados.

Esses estudos podem ser justificados pelo fato das lacases serem
intensamente estudadas para biodegradag¢do de uma série de xenobi-
6ticos que possuem pouca solubilidade em dgua. Verificou-se que a
acetona foi o solvente que provocou maior desativagdo para ambas as
formas de lacase (Figura 3a), embora a forma imobilizada tenha retido
100% de atividade em solugdo contendo 10% de acetona. Para solu-
¢des com porcentagens superiores a 30%, ambas as formas de lacases
foram praticamente desnaturadas. A enzima imobilizada forneceu bons
resultados de reteng@o de atividade em relagio a enzima livre frente aos
demais solventes (Figuras 3b-e). Os valores mais elevados de retengio
de atividade foram obtidos em solugdes de glutaraldeido (Figura 3e),
sendo constatados valores de até 94,9% superiores para a lacase imo-
bilizada em relag@o a lacase livre. De uma forma geral, os resultados
obtidos mostraram que a lacase imobilizada tem a capacidade de reter
boa parte de sua atividade na presenca de solventes hidrofébicos, como
o dioxano e o acetato de etila, demonstrando a viabilidade de aplicacio
deste derivado imobilizado na biodegradacdo de compostos recalci-
trantes, tais como ligninas comerciais insoltiveis em dgua. Resultados
satisfatorios de retengao da atividade em solugdes contendo diferentes
porcentagens de hexano, acetonitrila, tetrahidrofurano, dioxano e tam-
pao citrato pH 4,5 foram descritos para lacase de Trametes versicolor
imobilizada em Sepharose.** Maiores valores de retencao de atividade
foram constatados para enzima imobilizada quando incubada em dio-
xano em relacdo a incubacdo efetuada em tampao citrato pH 4,5. Dessa
forma, € possivel concluir que a enzima imobilizada foi cataliticamente
ativa em ambientes hidrofobicos, com eficiéncia similar, ou em certos
casos até superior a obtida em ambientes aquosos. Essa caracteristica
deve-se, em parte, a0 aumento das interagdes entre os grupos integrantes
da enzima em solventes organicos e a0 aumento do numero de ligagdes
pontes de hidrogénio intramoleculares, além da estabilidade estrutural
fornecida pelas ligacdes cruzadas com glutaraldeido. No entanto, para
que a enzima imobilizada tenha eficiéncia catalitica em meio orgénico,
elanecessita ter uma quantidade minima de dgua ligada, o que também
deve assegurar a sua integridade.'

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi determinada
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em ciclos oxidativos consecutivos usando a siringaldazina como
substrato. Os resultados revelaram que apds cinco ciclos oxidativos a
atividade residual da enzima imobilizada foi de apenas 2,25%. Esses
resultados sugerem que o processo de imobilizagdo selecionado niao
conferiu satisfatdria estabilidade operacional a lacase imobilizada.
A estabilidade operacional da enzima imobilizada pode ser direta-
mente relacionada ao suporte e 0 método de imobiliza¢do, entretanto,
comparando os resultados obtidos neste trabalho com dados descri-
tos na literatura (Tabela 2) verificou-se estabilidades operacionais
distintas para diferentes enzimas imobilizadas em quitosana. Desta
forma, estudos adicionais deverdo ser realizados visando identificar
os fatores que limitaram a manutencdo da atividade da lacase nos
reciclos, entre os quais podem ser citados (a) o desprendimento da
enzima do suporte; (b) a obstrugdo dos poros por impurezas ou pro-
dutos secunddrios; (c) a perda do suporte por atrito ou dissolugdo e
(d) crescimento de microrganismos.

Ensaios de biodegradacao do efluente com a enzima
imobilizada

A lacase utilizada neste trabalho é amplamente utilizada no setor
téxtil, especialmente na drea de beneficiamento téxtil. Devido ao fato
do uso desta enzima ser muito comum nesta drea, procurou-se saber
como a mesma se comportaria com efluentes com caracteristicas
ligeiramente diferentes, como os efluentes das industrias papeleiras.

Verificou-se que a enzima imobilizada degradou de forma
eficiente, além dos compostos fendlicos totais (remocdo de 65%),
compostos fendlicos de baixa massa molar (remog¢do de 65%) e cor
(remogdo de 60%) do efluente (Figura 4).

Os resultados revelaram que o material organico contido no
efluente sofreu intensa degradagdo, indicada por uma acentuada
diminuicdo da drea total obtida nos cromatogramas medidos a 240,
280 e 310 nm antes e apds tratamento com a lacase.

As andlises de DQO revelaram que ndo houve alteracdo deste
pardmetro durante o processo de biodegradag¢do do efluente. Esse
resultado corrobora o trabalho de outros autores que realizaram o
tratamento do efluente de uma inddstria de azeite de oliva com lacase
e verificaram 65% de redugdo de fendis totais, 86% de orto-difendis
e apenas 5% de reduc¢do de DQO.? Essas constatagdes podem ser
explicadas com base na composicdo quimica do efluente e no modo
de acdo das lacases, que, por sua vez, catalisam apenas a oxidacdo
de compostos fendlicos, levando a biotransformacdo dos mesmos. A
modificagio do estado dos grupos ionizdveis, antes e apds tratamento
enzimdtico, também foi avaliada por meio de titulacio potenciométrica.
A curva de titulagdo potenciométrica (Figura 5) obtida para o efluente
sem tratamento apresentou um ponto de inflexdo no intervalo de pH
4.5 a 5,5, portanto, exibindo duas inclinagdes, sendo a primeira delas
(a) menos acentuada do que a segunda (b). A regido da curva com
inclinacdo mais acentuada (b) assinala uma variacdo mais brusca de
pH, o que indica um maior niimero de grupamentos com pKa em torno
de 8. A regido da curva (a) ilustra um nimero menor de espécies com
pKaem torno de 2. Estes valores de pKa podem ser inferidos a partir do
tratamento de Henderson-Hasselbach, que descreve o comportamento
de grupamentos ionizdveis a partir da curva de titulagdo. A titulagdo
potenciométrica do efluente apds tratamento da enzima imobilizada
apresentou um perfil diferente. A regido da curva (c) € mais inclinada
que a segunda regido da mesma (d). Essa mudanca de perfil evidencia
que o tratamento com a enzima modifica a natureza das espécies
ionizdveis, onde as espécies com pKa em torno de 2 tornaram-se em
nimero maior, enquanto as espécies com pKa em torno de 8 tiveram a
sua quantidade reduzida. Possivelmente, as espécies com pKa em torno
de 8 e que sofreram deplegdo sdo compostos fendlicos, e as espécies
com pKa em torno de 2 sdo dcidos carboxilicos.
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Figura 3. Efeito do solvente + tampdo fosfato (0,1 M) pH 4,0 (% v/v) sobre a atividade relativa da enzima livre (O) e a enzima imobilizada (®) a 25 °C

Tabela 2. Resultados obtidos por outros autores de estabilidade operacional de diferentes enzimas imobilizadas em suportes de quitosana ativados com glutaraldeido

Referéncia Suporte usado para imobilizagao Enzima Reagente usado para ativacio - Ciclos de Principais observacoes
do suporte uso
34 filme de quitosana lipase glutaraldeido 5% 4 Ver1ﬁc0u?se/1).erda de atividade
enzimdtica de 65%.
29 filme de quitosana catalase glutaraldeido 2% 4 Verlﬁcou?se,perda de atividade
enzimadtica de 50%.
A atividade enzimatica manteve-se
28 esferas de quitosana lacase glutaraldeido 1% 30 acima de 80% usando ABTS como
substrato.
microesferas maenéticas de A atividade enzimdtica manteve-se
31 quitosar%a lacase glutaraldeido 8% 10 acima de 80% usando ABTS como

substrato.
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CONCLUSAO

Os ensaios de estabilidade da lacase livre e imobilizada em
relac@o as condigdes e meios desnaturantes revelaram que a enzima
imobilizada em esferas de quitosana foi significativamente mais
estdvel quando comparada com a enzima livre. Esses resultados
indicam que o uso dessa enzima imobilizada apresenta-se como
uma metodologia adequada para um grande nimero de processos
industriais que normalmente envolvem rea¢des em condi¢des menos
brandas de temperatura e pH. A enzima imobilizada também foi
significativamente mais estdvel frente a diversas concentra¢des de
solventes de diferentes caracteristicas estruturais e hidrofébicas. Esses
resultados confirmam outras aplicagdes para as lacases, como uso na
biodegradagao de xenobidticos em meios organicos. Apesar dos bons
resultados de estabilidade relacionados a esses parimetros, 0 processo
de imobilizacdo acarretou pouca estabilidade operacional a lacase.
A enzima imobilizada foi capaz de remover com muita eficiéncia
compostos fendlicos de baixa massa molar, compostos fendlicos
totais e a cor do efluente em estudo. Estes dados sdo indicativos do
uso potencial desta enzima para compor novas tecnologias para o
tratamento dos efluentes das industrias papeleiras.
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