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RESUMO

O 17a-etinilestradiol (EE2) é um estrogénio sintético utilizado na contracepgdo e em terapias
de reposi¢do hormonal; € um potencial contaminante ambiental, pois ndo é completamente
removido nas estacdes de tratamento de esgotos, podendo alcancar o ambiente aquético, tendo
0 agravante de interferir no sistema endocrino de seres humanos e de outros animais. Por esse
motivo existe um grande interesse na remo¢do do EE2 presente em aguas residuarias,
superficiais e subterraneas. Assim, o uso de lacase para esse fim pode ser promissor, devido a
baixa especificidade desta enzima ao substrato. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a eficacia da lacase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus imobilizada em fibras de Luffa
cylindrica (bucha vegetal) na degradacdo do EE2. Para tanto foram selecionados meios de
cultivo para producéo da lacase, bem como as melhores condicBes de pH e temperatura. Apos
a realizacdo do processo de imobilizacdo, a remogdo do EE2 foi atingida em ensaios em
erlenmeyers e em um reator em batelada. Assim, os melhores meios para a producéo de lacase
foram o Batata Dextrose e o Batata Dextrose Modificada com palha de guariroba. As leituras
realizadas com 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothializone-6-sulfonic acid) - ABTS revelaram
melhores pH entre 3,6 e 4,6 e faixas de temperaturas 6timas entre 30 e 50 °C para as enzimas
livre e imobilizada. A lacase produzida em ambos 0s meios apresentou massa molecular de 40
kKDA. As melhores condi¢bes encontradas para o processo de imobilizacdo foram
concentracdo de glutaraldeido de 2% e reacdo com o suporte em 1 hora sob agitagdo (120
rpm); secagem da bucha vegetal antes da reacdo com glutaraldeido; tempo imobilizagdo de 24
horas. A enzima imobilizada apresentou melhores atividades enzimaticas em pH alcalinos e
em temperaturas mais elevadas, comparadas com a enzima livre. A estabilidade operacional, a
de armazenamento e termoestabilidade ndo foram significativas. As melhores remoc¢des do
EE2 para os ensaios nos erlenmeyers foram de 79,22% e 75,0% para as enzimas livre e
imobilizada, respectivamente. Enquanto os ensaios realizados no reator mostraram remocdes
de 99,23% por adsorcdo na Luffa cylindrica e 73,14%, por degradacdo pela enzima
imobilizada. Contudo, se faz necessario otimizar o processo de imobilizacdo, bem como o
ensaio no reator para que haja aumento da degradacéo do EE2.

Palavras-chave: etinilestradiol, enzima lignolitica, Pleurotus ostreatus, fibras
lignocelulésicas, bucha vegetal.



ABSTRACT

The 17a-ethinylestradiol (EE2) is a synthetic estrogen used in contraceptive and hormone
replacement therapies; is an environmental contaminant potential, it is not completely
removed in sewage treatment plants, reaching the aquatic environment, with the aggravating
factor interfere the endocrine system of humans and other animals. For this reason there is
great interest in the removal of EE2 present in wastewater, surface water and groundwater.
Thus the use of laccase for this purpose may be promising because of low specificity of this
enzyme to the substrate. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effectiveness of
laccase produced by the fungus Pleurotus ostreatus immobilized in Luffa cylindrica (loofah)
fibers in EE2 degradation. Therefore the best means for production of laccase and the best
conditions of pH and temperature were investigated. The immobilization process was realized
and removal of the EE2 assay was conducted in flasks and in a batch reactor. Thus, the best
means for producing laccase were Potato Dextrose and Potato Dextrose Modified with
guariroba straw. Readings taken with 2.2-Azino-bis (3-ethylbenzothializone-6-sulfonic acid) -
ABTS revealed best pH between 3.6 and 4.6 and optimal band temperature between 30 and 50
°C for free and immobilized enzymes. The laccase produced in both media had an apparent
molecular mass of 40 kDa. The best conditions found for the immobilization process were
glutaraldehyde concentration of 2% and reaction with the support 1 hour under stirring (120
rpm); drying the loofah prior to the reaction with glutaraldehyde; time of 24 hours of
immobilization. The immobilized enzyme showed best enzymatic activity in alkaline pH, and
at higher temperatures, compared to the free enzyme. The operational stability, storage and
thermostability were not significant. Best removals for tests in flasks were 79.22% and 75.0%
for free and immobilized enzyme, respectively. As the tests carried out in the reactor showed
removal by adsorption of 99.3% and 73.14% in the Luffa cylindrica, the immobilized enzyme.
However, it is necessary to optimize the immobilization process, as well as the test in the
reactor to increase the degradation EE2.

Keywords: ethinylestradiol, lignolytic enzyme, Pleurotus ostreatus, lignocellulosic fibers,
loofah.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a poluicdo e escassez da dgua na atualidade é fundamentada
pela importancia deste recurso para a sobrevivéncia do homem e para o equilibrio de todos os
ecossistemas. Portanto, o langamento continuo de contaminantes nos corpos hidricos e a
remocdo incompleta dos mesmos pelas EstacOes de Tratamento de Esgotos (ETE) podem
causar efeitos adversos a satde humana e animal (FERNANDES et al., 2011).

Dentre estes contaminantes, existem os micropoluentes organicos, substancias que
mesmo em pequenas concentraces sdo capazes de causar efeitos sobre os sistemas em que
sdo introduzidos. O estudo destas se tornou um dos campos de destaque da quimica
ambiental. Dentro deste grupo, que compreende milhares de compostos, os interferentes
enddcrinos vém se destacando em importancia, pois sao substancias capazes de interferir na
sintese, secrecdo, transporte, recepcdo, acdo ou eliminacdo dos horménios naturais do corpo
(REIS FILHO, 2006; USEPA, 1998).

O 17a-etinilestradiol (EE2) é classificado como um interferente enddcrino e
constitui um dos compostos que representam ameacas quando presentes nos corpos hidricos.
O EE2 é um hormoénio sexual sintético, criado para ser utilizado na contracep¢do e em
terapias de reposi¢do hormonal (MELO et al., 2009).

Este hormonio chega ao ambiente aquéatico por meio dos efluentes domésticos e
industriais e, comparado a outros compostos organicos, como alguns pesticidas, possuem
meia-vida relativamente curta. No entanto, a constante introducdo deste composto no meio
ambiente lhe concede um carater de persisténcia, causando contaminacdo do ambiente
aquatico (REIS FILHO, 2006).

Devido a esta persisténcia, o EE2 j& foi encontrado em rios da Alemanha, Canada,
Brasil, China, Portugal e Argentina (HINTEMANN et al., 2006; RAO et al., 2013; ROCHA et
al., 2013; DIAS et al., 2015; VALDES et al., 2015) e estudos mostram a responsabilidade
deste composto na feminilizacdo e interferéncias no sistema reprodutor de peixes, dentre
outras alteracbes (DOYLE et al., 2013; COLLI-DULA et al., 2014; BACTRUP;
HENRIKSEN, 2015).

O EE2 ndo confere cor e cheiro a agua e a tarefa de modelar o comportamento
deste no ambiente aquatico é bastante complexa, pois cada meio receptor possui
particularidade em suas propriedades fisicas e quimicas, tais como turbidez, pH, alcalinidade,
oxigénio dissolvido, radiagdo, matéria organica e concentracdo de diversas outras substancias.

Assim, a necessidade em remover este contaminante do sistema aquatico encoraja a busca de
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novas tecnologias e processos de tratamento, que possam promover a remocao do EE2 antes
do efluente ser direcionado aos recursos hidricos (MELO et al., 2009).

O uso de enzimas nos processos de tratamento de efluentes pode ser vantajoso,
pois as enzimas proporcionam menor consumo de energia nestes processos, por serem
catalisadores versateis. A lacase, uma enzima oxidoredutase, se mostra promissora para este
fim, devido sua baixa especificidade e sua eficécia na degradacdo de compostos recalcitrantes
(DEMARCHE et al., 2012).

Para que a lacase possa ser usada em processos de tratamento continuos, é
interessante que se promova a viabilidade de reuso e que Ihe conceda maior estabilidade.
Assim, esses objetivos podem ser alcangados por meio da imobilizacdo, onde a lacase é fixada
em um suporte. Este processo permite ainda, menor perda de enzima para o meio durante o
tratamento.

Devido a estes fatores, o enfoque deste trabalho foi promover a remocdo do
hormonio sexual sintético EE2, por degradacdo utilizando a enzima lacase imobilizada em um

suporte organico.
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a comercializacdo de pilulas anticoncepcionais se iniciou na década de
60. A divulgacdo das pilulas como método contraceptivo moderno fez parte de politicas
internacionais voltadas para a reducdo da populacdo (PEDRO, 2003). Na formulacdo destas
pilulas o estrogénio bioativo EE2 é bastante utilizado combinado com outros horménios
sintéticos.

Desde entdo, 0 EE2 chega as ETE apds a excrecdo metabdlica na forma de
efluente bruto, onde passam por processos convencionais de tratamento. No entanto, a
deteccdo deste composto em esgoto domeéstico, aguas superficiais e subterraneas em
concentracdes na faixa de ng.L™ a pg.L™ mostram que n&o ha completa remocao deste nas
ETEs (MELO et al., 2009).

Portanto, a importancia deste trabalho esta relacionada ao fato da ocorréncia do
EE2 em recursos hidricos ser uma questdo de relevancia ambiental, pois este composto
apresenta elevado potencial estrogénico e estd presente na maioria das formulacbes de
contraceptivos orais. Assim, ele é introduzido de forma constante no meio hidrico e ndo é

removido eficientemente pelos tratamentos convencionais de esgoto.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Avaliar a eficécia da lacase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus imobilizada
em fibras de Luffa cylindrica (bucha vegetal) para a degradacdo do hormonio sintético

etinilestradiol.

3.2.  Objetivos especificos

e Selecionar o meio de cultivo para o fungo Pleurotus ostreatus que proporcione
a méxima producdo de lacase;

e Determinar os efeitos do pH, da temperatura e do substrato para a atividade
enzimatica de lacase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus e para a lacase
imobilizada em fibras de Luffa cylindrica;

e Realizar o processo de imobilizacdo da lacase em fibras de Luffa cylindrica e
avaliar a acdo da lacase, tanto livre quanto imobilizada, na degradagdo do
etinilestradiol,

e Avaliar o potencial da lacase imobilizada em Luffa cylindrica na degradacéo

do etinilestradiol em um reator em batelada.
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4, REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Hormobnio - 17a-Etinilestradiol

O hormo6nio é uma substancia que percorre um tecido, de onde € liberado para a
corrente sanguinea para alcancar as células alvos, lugar em que exercera seus efeitos
especificos. Dentre as classes dos horménios existem os esteroides, que sdo derivados do
colesterol e sdo divididos em cinco classes: progestagénicos, estrogénicos, glicocorticoides,
mineralocorticoides e androgénios (DURAN; AMARAL FILHO; AMARAL, 2010).

Os estrogénios séo responsaveis pelas caracteristicas secundarias femininas; sendo
produzidos em grande parte pelos ovarios, que produzem a estrona, o estriol e o estradiol.
Dentre estes horménios, o estradiol é o de maior relevancia no periodo fértil e de ovulagéo da
mulher (DURAN et al., 2010). O 17a-Etinilestradiol (EE2) é um estrogénio sintético utilizado
na contracepcdo e em terapias de reposicdo hormonal, cuja estrutura quimica esta
representada na Figura 1 (LLORET et al., 2010).

Figura 1 - Estrutura quimica do 17a-Etinilestradiol

Fonte: Lloret et al. (2010)

Os estrogénios tanto naturais quanto sintéticos sao metabolizados pelo figado e
eliminados na urina e quando ndo removidos nas Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETE)
sdo lancados no ambiente aquético, tornando-se potenciais contaminantes ambientais. O EE2
estd presente também nos efluentes de industrias farmacéuticas necessitando ser removido na
Estacdo de Tratamento de Efluentes Industriais (ETI) da inddstria antes do langamento nos
corpos receptores, pois este mesmo em pequenas concentragcdes pode interferir no sistema
enddcrino de seres humanos e de outros animais (MELO et al., 2009).

Os interferentes endocrinos, como EE2, sdo capazes de perturbar o sistema

enddcrino dos seres vivos por se ligarem aos receptores especificos dos horménios
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naturalmente presentes no organismo. O sistema endocrino é responsavel pelo controle dos
processos fisioldgicos do corpo humano e animal, portanto, quando moléculas organicas
presente na corrente sanguinea se ligam a estes receptores especificos podera ocorrer
interferéncia nos processos reprodutivos, no desenvolvimento e na manutencao da homeostase
das células (SODRE et al., 2007).

Como j& dito, o EE2 deve ser eliminado nas ETE, no entanto ETE convencionais
ndo removem completamente este horménio. No século passado, Ternes et al. (1999) ja
identificavam a presenca deste composto em ETE da Alemanha, do Canada e do Brasil. O
EE2 foi encontrado em altas concentracdes (483 pg.Kg™) no lodo de quatro distintos
tratamentos de estabilizacdo de lodo: digestdo anaerdbia, digestdo aerdbia, compostagem e
tratamento em lagoas. Este lodo oferece potencial risco toxicoldgico e ha necessidade de
monitoramento antes de serem aplicados na agricultura (MARTIN et al., 2015).

O fato dos efluentes serem insuficientemente tratados ou ndo tratados é um fator a
ser analisado, pois 0 EE2 poderéa ser levado &s aguas superficiais por meio destes efluentes.
Para enfatizar, o EE2 foi localizado em rios da Alemanha (HINTEMANN et al., 2006), China
(RAO et al., 2013), Portugal (ROCHA et al., 2013); Brasil (DIAS et al., 2015) e Argentina
(VALDES et al., 2015).

Exemplos da acdo do EE2 como interferente enddcrino podem ser observados nos
trabalhos de diversos autores. Colli-Dulla et al. (2014) verificaram que a exposicdo de fémeas
do peixe Micropterus salmoides ao EE2 provocaram mudancas reprodutivas no corpo e no
ovario destes seres aquaticos, além de diminuir o potencial reprodutivo devido a reducéo da
vitelogenina; e S&fholm et al. (2015) constataram que a mistura do EE2 ao hormonio
progestagénico levorgenestrel causou a inducdo da vitelogenina em peixes machos da espécie
Xenopus tropicalis.

A viteloginina é uma fosfolipoglicoproteina sintetizada por fémeas de oviparos
durante o ciclo reprodutivo. Esta proteina € produzida no figado e secretada na corrente
sanguinea, que a transporta para 0s ovarios onde serd acumulada nos ovocitos em
crescimento, para ser utilizada como reserva nutricional no desenvolvimento de embrides. A
codificagdo do gene desta proteina ndo existe ou é muito fracamente expressada em
individuos imaturos e machos, portanto a presenca desta no sangue destes organismos é um
biomarcador de exposi¢do, pois sua sintese depende da presenca de xenoestrogenos (REIS
FILHO, 2006).

Outras alteragfes podem ser destacadas. O peixe Fundulus heteroclitus quando

exposto ao EE2 apresentou decréscimo de testosterona e intervengdo nos processos celulares
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associados com lipideos ocorridos no figado (DOYLE et al., 2013). O mesmo hormonio
guando misturado com a amonia resultou na mortalidade significativa (28,6%) do peixe
Pimephalis promelas durante uma exposicdo de 21 dias (ARMSTRONG et al., 2015).
Diferenciagdo na morfologia dos machos do peixe-zebra (Danio rerio) expostos ao EE2
também foram constatadas; acontecimento que interveio na reproducéo desta espécie devido a
rejeicdo da fémea aos peixes machos afetados.

Devido as alteracGes causadas nos seres vivos, existe interesse em promover a
O Quadro 1

remocdo do EE2 presente em aguas residuarias, superficiais e subterraneas.

discrimina métodos desenvolvidos para o tratamento deste composto.

Quadro 1 - Tecnologias e processos aplicados na remogéo e/ou degradacdo do etinilestradiol.

Autor/Ano

Tecnologia e processo
utilizado

Resultados

Lloret et al. (2010)

Degradacdo  por lacase
comercial de
Myceliophthora thermophila

EE2 foi completamente
degradado ap6s 15 min de
incubacéo.

Yietal. (2011)

Biorreatores de Fluxo
Continuo de  membrana
(BM) convencional (BC)

O BM removeu mais EE2
do que o BC quando as
concentracgdes iniciais foram
superiores a 50 mg/L.

(2013)

Nair; Demarche; Agathos

Lacase imobilizada
esferas de silica

em

Porcentagem de degradacéo
do EE2 de 85 a 95%.

Larcher; Yargeau (2013)

Biodegradacdo por bactérias
heterotréficas

61% do EE2 foi removido
pela espécie Rhodococcus.
Quando o0s grupos de
bactérias foram misturados a
maior remocdo foi de 43%.

Zhang; Li (2014)

Oxidacdo por UV, H,0; e a
combinac¢édo de UV/H,0,

Remocédo de 95% de EE2 do
residuo de lodo ativado

(BioMnOx) produzidas por
Pseudomonas putida

Grzybowski;  Szydlowski | Simulador de luz solar Verificaram que o tempo de

(2014) meia vida ambiental do EE2
foi de 1 e 2 dias nas
camadas superiores das
aguas de rio e mar,
respectivamente

Furgal; Meyer; Bester | Nanoparticulas biogénicas | Remogdo completa do EE2

(2014) de oOxido de manganés | cuja concentracao inicial era

de 10 pg.L*
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Quadro 1 - Tecnologias e processos aplicados na remocao e/ou degradacédo do etinilestradiol (continuacao).

Oliveira et al. (2015) Fotocatalise (F) e | Apos 4 horas utilizando a F
Fotocatalise houve remocéao de 35% com
Eletroquimicamente TiO; e 45% com TiO,/WOs.

Assistida (FEA) usando | Utilizando a FEA a remocgao
eletrodos de TiO, e | foi de 48 e 54% por TiO2 e
TiO,/WO3 irradiados por | TiO2/WOs3,

um simulador solar respectivamente.

Fonte: Autora

A cromatografia € uma técnica de deteccdo aceita para 0 EE2 e outros poluentes
organicos emergentes (POE) em amostras aquosas. Silva e Collins (2011) em seus estudos
sobre Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) destacam que esta € uma técnica
chave no monitoramento dos processos de degradacdo dos POE tanto em ambientes artificiais

COmMo Nos naturais.

4.2. Enzimas — Lacase

As enzimas sdo catalisadores versateis com um numero crescente de aplicacdes
em biotecnologia. Suas propriedades as tornaram possiveis de serem usadas em processos de
tratamento de residuos e poluentes, e podem ser vantajosas em relacdo aos tratamentos
convencionais ja que proporcionam menor consumo de energia. As enzimas oxidoredutares
sdo importantes nos métodos de tratamento de agua e esgoto, pois catalisam reacfes de
transferéncia de elétrons, ou seja, reacbes de oxirredugdo. Essas reacGes sdo essenciais nos
processos de tratamento porque ao promover a reducdo de uma molécula, gera a oxidacgdo da
molécula de interesse (DEMARCHE et al., 2012).

A lacase (p-difenol: dioxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) pertence ao grupo de
enzimas chamadas de proteinas de cobre azul ou oxidases de cobre azul. Ela é capaz de oxidar
fenois e aminas aromaticas através da reducdo de oxigénio molecular a &gua por um sistema
multicobre, resultando na oxidacdo do hidrogénio do substrato (Figuras 2 e 3). O centro
catalitico consiste em trés tipos de cobre com diferentes fungdes: tipo 1 (cobre azul) catalisa a
transferéncia de elétrons, tipo 2 ativa o oxigénio molecular e tipo 3, um dimero de cobre, é
responsavel pela captacdo de oxigénio. (THURSTON, 1994; MAYER; STAPLES, 2002).
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Figura 2 - Esquema da oxidacao do substrato pela lacase transformando O, em H,0.

4 (Cu*) lacase + substrato ————> 4 (Cu") lacase + substrato-radical + 4H*

4 (Cu’) lacase + O, +4H" ——» 4 (Cu?") lacase + 2 H,0O

Fonte: MENALE et al. (2012) - modificado

Figura 3 - Ciclo catalitico da oxidacdo do substrato pela lacase.

OH

H.O lacase (0x)
- Substrato

o}
0, lacase (red) ﬁ\
| —r
R/«/

Substrato oxidado

Fonte: MIKOLASCH; SCHAUER (2009) — modificado

Lacases possuem diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Jadhav e Singhal (2013)
utilizaram a lacase conjugada com polissacarideos para promover a degradacdo de corantes da
industria téxtil, alcancando 53% de degradacdo. Lloret et al. (2010) promoveu a degradacéo
de farmacos, tais como anti-inflamatorios e hormdonios estrogénios, com lacase do fungo
Myceliophthora thermophila, obtendo remogdes entre 80 e 100%. Outros autores
(TOUAHAR et al., 2014; UEDA et al., 2012) alcancaram eficiente degradacdo de farmacos
utilizando lacase. Esta enzima também foi utilizada na oxidacdo de fendis (RANGELOV;
NICELL, 2015).

O primeiro relato sobre a lacase foi feito por Yoshida (1883) que descobriu essa
nova enzima em seus estudos sobre as propriedades quimicas do exsudado da arvore de laca
japonesa Rhus vernicifera. Hoje se sabe que esta enzima é amplamente distribuida em fungos
de decomposicdo da madeira. A lacase € também encontrada em uma variedade de fungos e
insetos, bem como algumas plantas e bactérias (MIKOLASCH; SCHAUER, 2009).

Fungos basidiomicetos, incluindo os fungos de decomposicdo branca, sdo as
principais fontes de lacase; estas sdo particularmente atrativas para a remocdo de
micropoluentes como o plastificante bisfenol A, o anti-inflamatério diclofenaco e o horménio
esteroide EE2. Estes contaminantes de trago organico sao suspeitos de causar efeitos adversos

a saude de humanos e outros animais. Estudos tém aplicado com éxito tanto células inteiras
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como as enzimas extracelulares destes fungos para remover os contaminantes em fase aquosa
(NAIR; DEMARCHE; AGATHOS, 2013; YANG et al., 2013).

Dentre os fungos de decomposicao branca encontra-se o Pleurotus ostreatus, um
importante cogumelo comestivel e um organismo modelo na degradacdo da lignina, cujo
genoma contém nove genes de peroxidases ligninoliticas, caracteristica de fungos de
decomposi¢cdo branca. Com capacidade de produzir enzimas, € um potencial agente da
digestdo de compostos recalcitrantes, e ainda se adapta aos diversos tipos de residuos ou
subprodutos agricolas e agroindustriais, podendo ser cultivado com sucesso em diferentes
substratos ligninoliticos (FERNANDEZ-FUEYO et al., 2014; MANTOVANI et al., 2012).

Para aumentar a producdo de lacase sdo utilizadas substancias denominadas
indutores, tais como os compostos aromaticos ou fendlicos relacionados a lignina ou
derivados da lignina. Fungos de decomposi¢do branca sdo conhecidos por darem diferentes
respostas aos indutores de lacase, refletindo possivelmente véarios papéis fisiologicos desta
enzima entre os fungos; um mesmo indutor pode aumentar a producdo de lacase em uma
determinada espécie de fungo, porém pode ndo causar nenhum efeito em outra espécie. No
entanto, ndo existe um 6timo indutor de lacase comum a todos os fungos, isto dependera do
fungo estudado (MANN et al., 2015; GARCIA; SANTIAGO; ULHOA, 2006).

Algumas das substancias utilizadas como indutores sdo a 2,5-xilidina (MOLDES
et al., 2012; GARCIA; SANTIAGO; ULHOA, 2006), sulfato de cobre (SILVA et al., 2012a)
e acido feralico (ZUCCA et al., 2011), porém estes indutores sdo toxicos; e por isso, com uma
visdo voltada a sustentabilidade, diversos residuos agricolas tém sido avaliados como
potenciais indutores de enzimas lignocelulésicas, com destaque a indugdo de lacase, tais
como: palha de trigo (PARENTI et al., 2013), bagaco de cana de acucar (KARP et al., 2012),
palha de arroz, palha de gergelim, serragem, farelo de milho (KURT; BUYUKALACA,
2010), talos de uva e sementes de uva (MOLDES et al., 2012).

A linhagem dos fungos Pleurotus responde eficazmente quando cultivado em
meios contendo residuos agroindustriais. Em relagcdo ao crescimento micelial, Sales Campos
et al. (2011) observaram acréscimo de 33,33 mm a 81,00 mm, quando o fungo foi cultivado
em meios contendo residuos de marupa, cajui e banana. Mantovani et al. (2012) verificaram
que a presenca de residuos agricolas promove o aumento da producdo enzimatica de lacase;

quanto menor a granulometria da residuo, maior a producéo de lacase.
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4.3.  Imobilizagéo de enzimas

A imobilizacdo de uma enzima é a interacdo de duas espécies, a enzima e 0
suporte. E realizada com o objetivo de ampliar a sua aplicabilidade laboratorial e industrial e
garantir o seu (re) uso em processos produtivos. A imobilizacdo pode ajudar a resolver o
problema de instabilidade enziméatica e auxilia no emprego de enzimas em diferentes
solventes, em condicOes extremas de pH e temperatura e a altas concentracfes de substrato
(HANEFELD, GARDOSSI; MAGNER, 2009).

A utilizacdo de enzimas tem como vantagens o menor risco de contaminacdo, nao
necessitando ter o custo adicional do suporte e ndo tendo perda de atividade enzimética
devido ao processo de imobilizacdo. No entanto, as vantagens imediatas da técnica de
imobilizacdo de enzimas sdo a possibilidade de reaproveitamento da enzima, o uso de
processos continuos e 0 aumento da estabilidade da enzima (VITOLO, 2001).

Desde a década de 1960 as enzimas imobilizadas tém sido empregadas em
diversos segmentos, incluindo a sintese de compostos bioativos e de novos biopolimeros,
construcdo de biossensores, terapia enzimatica e processos em industrias tradicionais como
oOleos e gorduras, curtumes, papel e celulose, téxtil e cosméticos (MENDES et al., 2011a).

Segundo Hanefeld, Gardossi e Magner (2009) ndo existe um método geral de
imobilizacdo que possa ser aplicado a qualquer enzima, portanto se faz necessaria a realizacdo
de diversas tentativas até se encontrar um sistema satisfatério. Os métodos de imobilizacdo

mais empregados sao:

e Adsorcdo ndo covalente e deposicéo;
e Adsorcdo via interacdes ibnicas;

e Ligacdo covalente;

e Ligacdo cruzada; e

e Aprisionamento em gel ou capsula polimérica.

Os varios métodos de imobilizagcdo empregados baseiam-se nas ligacOes fisicas e
guimicas entre a biomolécula e o suporte. A Figura 4 ilustra os principais métodos de
imobilizacdo de enzimas (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).
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Figura 4 - Métodos de imobilizagdo de enzimas.

Métodos de Imobilizacio de Enzimas

Enzimas Encapsuladas Enzimas Ligadas

Em Matriz Polimérica  Em Microcapsula Ligacio Covalente Ligaciao Cruzada Adsorcao Fisica Adsorcio Ionica

E e | 1 \\(’;‘ 3

Fonte: CARDOSO; MORAES; CASS (2009), modificado.

O método de ligacdo covalente sera o utilizado neste trabalho, pois possui uma
forca de ligacdo elevada e normalmente envolve vérios residuos da enzima proporcionando
uma rigidez na estrutura da mesma, que pode manter a estrutura da enzima inalterada perante
agentes desnaturantes. Este tipo de imobilizacao se inicia com a modificacdo do suporte por
meio de reacOes de ativacdo, onde os grupos funcionais do suporte sdo modificados para
produzir intermediarios reativos. O glutaraldeido € um dos reagentes utilizado na ativacéo do
suporte e/ou como braco espacador (MATEO et al., 2007; FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012).

A ligacdo covalente pode ser aplicada em varias situagdes, pois existem diversos
suportes com grupos funcionais capazes de promoveé-la ou suscetiveis a ativa-la. Esse método
tem como vantagem promover ao biocatalisador maior resisténcia quanto a variacdo de pH,
temperatura e frente a solventes organicos; e também promover o emprego em diversos tipos
de reatores, como fluxo continuo, empacotado, batelada e leito fluidizado. (COWAN;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011, MATEO et al., 2007; FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012).

Como a lacase possui baixo grau de especificidade em relacdo ao substrato
redutor é capaz de degradar diversos micropoluentes, no entanto para a sua aplicacdo em
processos continuos de tratamento de agua € indispensavel promover a imobilizacdo da
mesma. A forma imobilizada da lacase pode ser de grande interesse, visto que o substrato se
transforma na Gnica fonte de oxigénio molecular no Unico aceptor de elétrons e isto €
indispensavel para a reacdo enzimatica (HUBLIC; SCHINNER, 2000; NAIR; DEMARCHE;
AGATHOS, 2013).
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4.4.  Suportes — Luffa cylindrica

As propriedades da superficie da enzima e do suporte sdo importantes para a
imobilizacdo e quando necessario € preciso preparar o suporte (HANEFELD, GARDOSSI;
MAGNER, 2009).

Ha& diversos materiais inertes relatados na literatura que podem ser usados para
imobilizar enzimas (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006). A natureza destes suportes
pode variar de materiais geliformes a superficies solidas. Os suportes podem ser classificados
guanto a composicao (organicos, inorganicos e hibridos) e quanto a porosidade (ndo poroso,
Microporoso, Mesoporoso € macroporoso).

Os suportes organicos sdo 0s materiais mais utilizados, podendo ser naturais ou
sintéticos. Os suportes sintéticos podem formar um suporte ideal ao combinar suas
caracteristicas que sdo as variedades de formas fisicas e estruturas quimicas, porém o0s
naturais apresentam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos como baixo custo e
facilidade de degradacéo, acarretando em menor dano ao meio ambiente (MENDES et al.,
2011b).

Entre os suportes organicos, as fibras naturais lignocelulésicas possuem grande
atrativo por serem biodegradaveis, renovaveis, terem geralmente baixo custo e produzirem
menor desgaste nos equipamentos de fabricagdo quando comparadas com as fibras sintéticas.
Entretanto, estas tém o inconveniente da falta de adesdo com matrizes poliméricas,
necessitando de tratamento fisico ou quimico para melhorar esta caracteristica (D’ALMEIDA
et al., 2005).

A Luffa cylindrica pertence ao grupo das fibras naturais lignocelulésicas; cresce
bem nos climas tropical e subtropical, como o clima do Brasil, e é produzida em grande
quantidade na Africa e Asia. Ela é leve, cilindrica e apresenta naturalmente uma arquitetura
entrelacada e altamente porosa, com potencial de uso como suporte em imobilizacdo
(OGBONNA et al., 1997).

Ogbonna et al. (1994) foram pioneiros na utilizacdo da Luffa cylindrica como
suporte para imobilizacdo. Para tal estudaram as variacGes na forma, estrutura e textura deste
material frente as variacbes de pH e repetitividade de autoclavagens, ndo encontrando
variacdes visiveis. Os autores concluiram que células imobilizadas em Luffa cylindrica podem
ser usadas em diversos valores de pH e posteriormente podem ser lavadas, autoclavadas e

usadas novamente por varias vezes.
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Na literatura h& poucos relatos sobre a utilizacdo de fibras lignocelulésicas para a
imobilizacdo de enzimas; neste contexto pode-se citar os trabalhos de Morais et al. (2013) que
imobilizaram a enzima a-Amylase em Luffa operculata com o objetivo de hidrolisar o amido,
e de Pocgas et al. (2004) que imobilizaram a enzima invertase em Luffa cylindrica para
producdo de xarope de agUcar invertido.

Geralmente a Luffa cylindrica € utilizada como suporte para imobilizacdo de
células, visando diferentes aplicagcdes, como esta discriminado no Quadro 2. Em relacdo a
lacase sdo utilizados diversos tipos de suportes para sua imobilizacdo, como descrito no
Quadro 3. Dentre estes, 0os materiais provenientes de residuos agricolas tém adquirido espaco,
pois sdo constituidos de lignocelulose e podem reduzir custos no processo de imobilizacéo
(SONGULASHVILI etal., 2012; BEZERRA et al., 2015).

Quadro 2 - Aplicagdes da Luffa cylindrica com células imobilizadas.

Autor/Ano

Microrganismo utilizado

Aplicagéo

Ogbonna et al. (1994)

Saccharomyces cerevisiae

Producéo de etanol

Saratale et al. (2011)

Proteus vulgaris

Descoloracéo de corante

Pazzetto et al. (2011)

Bacillus firmus

Producéo de dextrina

Meleigy; Khalaf (2009)

Fusarium moniliforme

Biossintese de acido

giberélico

Fernandez et al. (2009)

Pleurotus ostreatus,
Trametes versicolor,
Phanerochaete

chrysosporium

Remocéo de corante

Urioste; Medeiros; Castro
(2002)

Saccharomyces cerevisiae

Obtencdo de xarope de
acucar invertido

Mazmanci;
(2005)

Unyayar

Funalia troggi

Descoloracdo de corante

Igbal; Edyvean (2005)

Phanerochaete
chrysosporium

Remocdo de
solucgdo aquosa

Cd(ll) em

Saeed; Igbal; Zafar (2009)

Trichoderma viride

Biosorcéo de metileno

Igbal; Edyvean (2004)

Phanerochaete
chrysosporium

Biosorcdo de metais pesados
Pb(1l), Cu(ll) e Zn(ll) em
solugdo aquosa




Quadro 2 - Aplicacdes da Luffa cylindrica com células imobilizadas. (continuacéo).

31

(2007)

Ganguly; Dwivedi; Singh

Rhizopus oryzae

Producéo de acido latico

Chen et al. (2014)

Scenedesmus obliquus

Biosor¢édo de Cd

Amin; Mohamed (2012)

Aspergillus terreus

Producdo de sapogenol de
soja B

Ferrarezi et al. (2014)

Thermomucor indicae

Producéo de lipases

Fonte: Autora

Quadro 3 - Suportes utilizados para imobilizacdo de lacase.

Autor/Ano Suporte Técnica de Aplicacao
imobilizacao
Karagoz et al. Micropérolas de Ligacdo covalente Degradacéo de
(2011) poli(vinilamina) corantes
Cabana, Ahamed, | Quitosana Ligacdo Cruzada Eliminacdo de
Leduc (2011) triclosan

Silva et al. (2012a)

Bagaco de cevada

Adsorcao e ligagdo
covalente

Lloret et al. (2012)

Eupergit® C

Ligacéo covalente

Remocéo de estrona,
estradiol e
etinilestradiol

Vinoth Kumar et

Enzimas agregadas

Ligacdo Cruzada

Descoloracdo de

latico-co-glicdlico) -
PLGA

al. (2012) por ligacdo cruzada corantes
Sathishkumar et al. | Nanofibras de Ligacdo covalente Transformacdo de
(2012) lacase-poli (&cido diclofenaco

Liu et al. (2012)

Compostos
magnéticos
mesoporosos a base
de carbono

Adsorcao

Remocdo de fenol e
clorofenol

Wang et al. (2012)

Nanoparticulas de
silica mesoporosas
magnéticas

Adsorcao por
afinidade de metal

Degradacéo de fenol

Songulashvili et al.
(2012)

Beads de silica

Ligacéo covalente

Eliminacgdo de
micropoluentes
desreguladores

endocrinos
Tavares et al. Silica modificada Ligacdo Cruzada
(2013)
Xu et al. (2013) Composito quitosana | Ligagdo Cruzada Remocdo de 2,4-
/ alcool polivinilico diclorofenol
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Quadro 3 - Suportes utilizados para imobilizacdo de lacase. (continuacéo).

Xu et al. (2014) Membranas Ligacdo covalente Remocéo de
nanofribrosas de triclosan
vinil modificado
Daassi et al. (2014) | Alginato de célcio Encapsulamento Biodegradacéo de
corantes téxteis
Zhang et al. (2014) | Poliestireno Adsorcao Descolorizacéo de
corante
Skoronski et al. Quitosana Ligacédo Cruzada Bioconverséo de
(2014) compostos fendlicos
Pacheco; Soares Quitosana ativada Ligacdo Cruzada Biodegradacéo de
(2014) com glutaraldeido efluente da industria
papeleira
Bezerra et al. Fibra de coco verde | Ligagéo covalente Clarificagéo de suco
(2015) de maca
Xu et al. (2015) Membrana composta | Ligagéo covalente Degradacéo de
por nanotubos de diclofenaco
carbono de paredes
maultiplas/ quitosana/
alcool polivinilico
Rahmani et al. Beads porosas de Ligacédo Cruzada Remocéo de
(2015) silica sulfatiazol e
sulfametoxazol

Fonte: Autora

4.5. Biorreatores com enzimas imobilizadas

Biorreatores sdo reatores quimicos nos quais ocorre uma série de reacdes
quimicas catalisadas por biocatalisadores (enzimas ou células vivas). Os biorreatores séo
classificados em dois grupos: reatores enzimaticos e reatores bioldgicos; no primeiro as
reacOes ocorrem na auséncia de células vivas, enquanto no segundo as reacfes ocorrem na
presenca destas (SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

A principio, apenas os reatores em batelada eram utilizados com enzimas, pois
estas se dispunham apenas na forma livre ou solivel. Com o aparecimento das enzimas
imobilizadas, surgiu a possibilidade de se utilizar outros tipos de reatores, sendo eles: reator
de fluxo continuo, reator de leito fixo e reator de leito fluidizado (VITOLO, 2001).

Neste trabalho foi utilizado um reator em batelada (Fermenteste MS Tecnopon),
cuja agitacdo da enzima imobilizada foi realizada com a injecdo de ar. O reator em batelada
ndo admite entrada e nem saida de reagentes ou produtos durante o processamento da reacéo,

portanto os reagentes devem ser introduzidos no reator de uma sé vez e em seguida devem ser
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misturados para reagirem entre si. Apds a reacdo, os produtos também serdo descarregados de
uma so6 vez (SCHMAL, 2010).

Na literatura estdo descritas diversas aplicacGes de reatores utilizando enzimas ou
células imobilizadas, com a producdo de acucar invertido e frutooligossacarideos
(LORENZONI et al., 2015); producdo de hidrogénio (SHIDA et al., 2012; REIS; SILVA,
2011); sintese de butirato de geranilo (DAMNJANOVIC et al., 2012); formacdo de
oligossacarideos prebioticos (BERENSMEIER et al., 2004) e fermentacdo de etanol (LIU;
WANG; OUR-YANG, 2009).

Os reatores também sdo utilizados no tratamento de efluentes. Gomez et al. (2007)
imobilizou peroxidase em suporte de vidro para operar em um reator de leito fluidizado
visando a remocdo de fenol. Esse tipo de reator também foi empregado na remocdo de
Bisfenol A (MITA et al., 2015) e na remocdo do corante reativo 5 (FERNANDEZ et al.,
2009).

Pesquisas mostram a utilidade dos reatores com lacases imobilizadas. Lloret et al.
(2012) imobilizou lacase em Eupergit® C e investigou a viabilidade de usa-las em reator para
remocao de estrogénios. A lacase também foi imobilizada em poliacrilonitrila para remocéo
de clorofenois em reator (MENALE et al., 2012). Pode-se citar ainda o uso de reatores com
lacase imobilizada para remocdo da atividade estrogénica de nonilfenol e octilfenol
(CAPTANE et al., 2013) e na degradacdo de fenol de efluente de cozinha (WANG et al.,
2012).
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Para o cultivo do fungo Pleurotus ostreatus e obtencdo de lacase foram utilizados

0s meios de cultura indicados no Quadro 4.

Quadro 4 - Meios de cultura utilizados no cultivo do Pleurotus ostreatus e na obtencdo de lacase.

Meio de Cultura

Composicao

Preparo

Agar Batata Dextrose — BDA
(Himedia M096)

Dextrose (2,0% - p/v)
Agar (1,5% - p/v)
Infuséo de Batata
(20,0% - viv)

Diluir 39 g do meio BDA
em 1000 mL de agua
destilada.

Batata Dextrose — BD

Dextrose (0,5% - p/v)
Caldo de Batata Cozida
(20,0% - v/v)

Diluir a dextrose no caldo
de batata cozida e
completar o volume para
1000 mL com &gua
destilada.

Batata Dextrose Modificado —
BDM

Dextrose (0,3% - p/v)
Caldo de Batata Cozida
(20,0% - viv)

Palha de Guariroba
(1,0% - p/v)

Diluir a dextrose no caldo
de batata cozida e
completar o volume para
1000 mL com agua
destilada. Posteriormente,
acrescentar a palha de
guariroba.

Extrato de Malte — EM
(Himedia RM004B)

Extrato de graos
germinados de malte

Diluir 1,25 g de extrato de
malte em 100 mL de agua
destilada.

Extrato de Malte Modificado —
EMM

Extrato de gréos
germinados de malte
Sulfato de cobre CuSO4
(0,0005% - p/v)

Diluir 1,25 g de extrato de
malte e 0,0005 g de
CuSO4 em 100 mL de
agua destilada.

Fonte: Autora

Todos os meios foram autoclavados a 120 °C durante 20 minutos.

5.2. Origem e manutencéo do fungo

A linhagem de Pleurotus ostreatus (sem registro), utilizada neste trabalho,

pertence a colecdo do Laboratorio de Enzimologia e Biocatalise Ambiental da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goias (UFG), obtida junto a Divisdo de Recursos
Microbianos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(DRM/CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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O fungo foi mantido em placas de Petri contendo o meio BDA durante 10 dias, a
28 °C, para seu crescimento. Posteriormente, as placas com o fungo foram armazenadas a 4 °C

e repicado bimestralmente para a manutencéo das culturas.
5.3. Obtencdo do extrato bruto

Quando utilizados os meios BD, EM e EMM, cinco discos de aproximadamente 5
mm de didmetro foram retirados da periferia da placa de Petri com o fungo em meio BDA,
armazenadas conforme o item anterior, e foram adicionados a erlenmeyers de 250 mL,
contendo 50 mL de meio de cultura. Os fungos, acondicionados nos erlenmeyers, foram
cultivados a 28 °C, sob agitacdo constante de 120 rpm, por 5 dias (Incubadora Refrigerada
com Agitacdo, Tecnal TE — 421). Para 0 meio BDM, o mesmo procedimento foi adotado,
porém o volume de meio de cultura utilizado foi de 60 mL e o cultivo se estendeu por 7 dias.
Terminados os dias de cultivo, o extrato bruto foi filtrado a vacuo (bomba TE-0581 — Tecnal)

em papel de filtro e armazenado a — 4 °C.

5.4. Determinacédo da atividade enzimatica da lacase livre e imobilizada

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacéo do substrato ap6s 5 minutos
de reacdo. Para a enzima livre o0 ensaio utilizando o 2,2-Azino-bis (3-ethylbenzothializone-6-
sulfonic acid) - ABTS 98% (Sigma A1888) como substrato, foi acrescentado 800-890 pL de
tamp&o acetato de soédio 50 mmol.L™, pH 3,6 - 4,0; 10-100 pL do extrato bruto e 100 pL de
ABTS 5 mmol.L™ para iniciar a reagdo; enquanto que para a enzima imobilizada a proporgéo
dos reagentes foram: 4 mL de tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™, pH 3,6 - 4,0; 100 mg de
Luffa cylindrica contendo extrato bruto imobilizado (enzima imobilizada) e 0,5 mL de ABTS
5 mmol.L™. A oxidagdo do substrato foi acompanhada espectrofotometricamente (Spectrum
SP —2000UV) a 420 nm.

Na determinagdo enzimatica, utilizando o ABTS como substrato, foram realizados
experimentos com o extrato bruto pré-incubado com a enzima catalase por 30 minutos, antes
do ensaio da atividade enzimaética, a fim de eliminar peréxidos de hidrogénio endégenos que
pudessem estar presentes, para confirmar a presenca de lacase no extrato bruto.

Nos ensaios utilizando Seringaldazina 1 mmol.L™ 99% (Sigma 177539) como
substrato o tampéo acetado de sodio empregado possuia pH 5,6. A oxidagédo foi acompanhada
espectrofotometricamente a 525 nm.
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Quando o Guaiacol (Sigma G5502) foi utilizado como substrato, o ensaio foi
acompanhado espectrofotometricamente a 470 nm, obedecendo as mesmas condicOes
utilizadas para a seringaldazina.

Uma unidade de enzima (U.min™) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1 umol de substrato por minuto.

Para o calculo enzimatico foi utilizada a Equacdo 1 (LEONOWICZ;
GRZYWNOWICZ, 1981):

Eq. (4.1)
10® X E
eXt

Umin™ =
Onde:
E = Absorbancia no comprimento de onda especifico (nm);
& = Coeficiente de extingdo molar para cada substrato (mol™.L.cm™)
t = Tempo de reacdo (min)

O coeficiente de extingdo molar do ABTS (e420) € 36.000 mol™.L.cm™; enquanto o
da seringaldazina (eszs) e o do guaiacol (g470) sd0 65.000 mol™.L.cm™ e 12.000 mol™ L cm™,

respectivamente.
5.5. Determinacdo da proteina no extrato bruto

A determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (1976) tendo uma curva de albumina bovina como padréo. Foram utilizados 100 pL
do extrato bruto para cada 1 mL do reativo de Bradford. O tempo de reacdo foi de 15 minutos
e apos fez-se a leitura deste meio reacional a 595 nm em espectrofotdmetro (Spectrum SP —
2000UV). O valor da absorbancia obtida foi convertida em valor de concentracdo de proteina
pela equacdo: Y= 0,0043x + 0,0953, onde x representa a concentragdo (ug.mL™) e Y
representa 0 valor da absorbancia. Foram realizados testes em branco com agua em

substituicdo ao extrato bruto.

5.6. Determinacao da massa molecular - eletroforese

A fim de determinar a massa molecular da lacase produzida neste estudo, avaliou-
se a atividade enzimatica da referida enzima em gel de poliacrilamida (12%). Uma mistura

contendo 2 pL de extrato bruto enzimatico e 5 pL de tampédo de amostra (Tabela 1) foram
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aplicadas ao gel. A eletroforese foi conduzida a temperatura ambiente com voltagem inicial
de 90 V durante a corrida no gel concentrador e de 120 V até o final da corrida
cromatografica. Ao término da corrida procedeu-se a renaturacdo da enzima; o gel foi
incubado em tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™* nos pH 4, 5 e 6 por 15 minutos em cada
pH, totalizando 45 minutos. O gel foi corado com solucdo de ABTS 0,5 mmol.L™ em tamp&o
acetato de sédio 50 mmol.L* pH 4,5 (GONCALVES:; STEINER, 1996, modificado). Os
padrdes de proteinas utilizados para estimar a massa molecular da lacase apresentavam as
seguintes massas: 19, 26, 37, 50, 90 e 118 kDa.

Tabela 1 - Constituintes do gel de corrida, gel concentrador e tampéao de amostra.

Gel de Volume Gel Volume Tampado de Quantidade
corrida (mL) concentrador (mL) amostra
Agua MilliQ 0,95 Agua MilliQ 18 T“S'Hgl Sk 7 mL
1,5M Tris- 1,5 M Tris- .
HCI pH 8.8 2,5 HCI pH 6.8 0,75 Glicerol 3mL
Acrilamida Acrilamida
30% 2,4 30% 0,4 SDS 1lg
SDS 10% 0,1 SDS 10% 0,03 p- 0,6 mL
mercaptoetanol
APS 10% 0,045 APS 10% 0,015 e 1,2mg
bromofenol
TEMED 0,005 TEMED 0,003 Agua MilliQ Qsp 10 mL

Fonte: Autora

Os reagentes utilizados na eletroflorese foram os seguintes: ABTS; SDS — Sodium
dodecyl sulfate 98,5% (Sigma L3771); (NH4),S,0s — Ammonium persulfate 98% (Sigma
A3678); Acrilamida 99% (Sigma-Aldrich 146072); Trizma® Base — Tris-Hydroxymehtyl-
amminomethane 99% (Fluka 93352); Glicina 99% (Sigma G8898); Azul de bromofenol
(Sigma-Aldrich B5525) e Marcador de Massa molecular — Stained Protein Molecular Weight
(Fermentas #SM 0441).

5.7.  Analise dos parametros de reagdo sobre a atividade da lacase livre e imobilizada

(pH e temperatura)

Para a avaliacdo de desempenho da reacdo sobre a atividade da lacase foram

utilizados os tampdes: acetato de sédio 50 mmol.L™, para valores de pH situados na faixa de
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3,6 a 5,6, e fosfato de sodio 50 mmol.L™ para valores de pH situados na faixa de 6,0 a 8,0. A
temperatura de reacdo foi variada em valores entre 20 e 80 °C, controlada por banho
termostatizado (Quimis Q 304 264).

5.8. Preparo da Luffa Cylindrica

O fruto maduro da Luffa cylindrica foi obtido no comércio local da cidade de
Goiania, estado de Goids. Para o preparo do fruto foram retiradas as sementes e o miolo. As
fibras restantes foram lavadas em agua de torneira até se tornarem limpas, posteriormente
foram lavadas com agua destilada trés vezes, autoclavadas a 120 °C por 20 min, secas em
estufa (Tecnal TE - 393/1) a 60 °C por 24 horas e estocadas em sacos de polipropileno até

serem usadas.
5.9. Imobilizacdo do extrato bruto em Luffa Cylindrica

Fibras de Luffa cylindrica pré-tratadas conforme o item anterior foram cortadas
em forma quadricular em pecas de aproximadamente 100 mg. Cada peca foi colocada em um
Becker de 50 mL e hidratada com 10 mL de solucdo de acido cloridrico — HCI (Dinamica
R.4821.00) 1 mol.L" sobre agitacdo por 2 horas (URIOESTE; MEDEIROS; CASTRO,
2002). Ap0s este periodo, as pecas foram lavadas trés vezes em agua destilada, e secas em
estufa a temperatura de 60 °C por 24 horas.

Apbs a secagem, as pecas foram ativadas em solucdo de glutaraldeido (Vetec
V000383) tamponado (2-2,5% v/v) sob agitacdo por 1 hora e lavadas trés vezes com tampéao
acetato de sodio. Posteriormente, cada peca foi submergida em 10 mL do extrato bruto
contendo lacase por 24 horas. Terminado este periodo, as pecas foram lavadas trés vezes com
solucdo tampdo acetato de sodio. Foi medida a atividade enzimatica da bucha imobilizada, do

sobrenadante e das aguas de lavagem conforme metodologia descrita no item 4.4,

5.10. Condicges de imobilizacdo
5.10.1. Efeito do tratamento com glutaraldeido

Foram realizados testes para verificar a melhor condicdo de tratamento com
glutaraldeido. Nestes testes, a solucdo de glutaraldeido 2,5% reagiu com a fibras de Luffa
cylindrica nas seguintes condi¢des: 30 minutos com agitagdo de 120 rpm; 30 minutos estatico
a quente (80 °C); 1 hora com agitacdo de 120 rpm e 1 hora estatico a quente (80 °C).
Finalizadas as reacdes, cada pedaco de 100 mg de Luffa cylindrica foi lavado trés vezes com
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tampé&o acetado de sodio pH 4,0 e submergido em 10 mL de extrato bruto por 24 horas. Apds
a imobilizacdo a atividade enzimética foi medida pela metodologia descrita no item 4.4. e

calculados os rendimentos de imobilizacdo para cada condigéo.

5.10.2. Efeito da concentracéo do glutaraldeido

Foi promovida a imobilizacdo com solucdes de glutaraldeido em diferentes
concentragdes. As concentragdes das solucdes variaram entre 1% e 5%. Cada solugéo reagiu
com pedacos de aproximadamente 100 mg de Luffa cylindrica por 1 hora. Apds foi realizada
a imobilizacdo como descrita no item 4.9. ; a atividade enzimética foi medida como descrito

no item 4.4. e calculados os rendimentos de imobilizacao.

5.10.3. Efeito da secagem da bucha

Verificou-se o efeito da imobilizacdo quando realizada a secagem da bucha apds a
hidratacdo destas com solucdo HCI 1 mol.L ™. Terminada a hidratagdo das buchas e apds trés
lavagens com &gua destilada estas foram secadas em estufa a temperatura de 60 °C por 24
horas. Apos este periodo o processo de imobilizacdo seguiu a metodologia descrita no item
4.9. A atividade enzimatica foi medida como descrito no item 4.4. e foram calculados 0s

rendimentos de imobilizag&o.

5.10.4. Efeito do tempo de imobilizagdo

O tempo de imobilizacdo foi variado. A massa de Luffa cylindrica imobilizada
manteve-se em 100 mg. O volume do extrato bruto utilizado foi de 10 mL para cada 100 mg
de Luffa cylindrica. Os ensaios foram realizados em temperatura ambiente. Os tempos de
imobilizacdo foram 1, 2, 3, 6, 12 e 24 horas. A atividade enzimatica foi medida pela
metodologia descrita no item 4.4., posteriormente foram calculados os rendimentos de

imobilizacéo.
5.11. Determinacéo do rendimento da imobilizagéo

Para calcular o rendimento da imobilizacdo (%) foi utilizada a equagéo 4.2,
adotada por Pogas et al (2004):

Eq. (4.2)

A
BxC

R (%) = (=—) x 100
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Onde:

A = Atividade Enzimatica da lacase imobilizada (U.min™);
B = Atividade enzimatica da lacase livre (U.min'l);

C = Volume enzimatico utilizado (mL).

5.12. Andalise da estabilidade da enzima imobilizada: armazenamento e

termoestabilidade

Armazenou-se em ambiente climatizado com temperatura de 4 °C pedacos de 100
mg de Luffa cylindrica com lacase imobilizada com extrato bruto produzido pelo fungo
Pleurotus ostreatus. As buchas vegetais imobilizadas com o extrato bruto do meio BD foram
suspendidas em 300 mL de solucdo tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™}, pH 4,0. Quando
utilizado o extrato bruto do meio BDM, os pedacos de bucha vegetal foram suspendidos em
300 mL de solucéo tampao acetato de sédio 50 mmol.L™?, pH 3,6. Foram realizados ensaios
de atividade ap6s armazenamento de 1 a 30 dias.

A estabilidade térmica para as formas livre e imobilizada da lacase foi
determinada apds a sua incubacdo por periodo de 10 a 60 minutos, com temperatura entre 30 e
50 °C. Apds a incubacdo foram realizadas leituras de atividade enzimética para a enzima livre

e imobilizada, conforme descrito no item 4.4.

5.13. Preparo da solucéo de etinilestradiol

Para o preparo da solucdo estoque de EE2 dilui-se 10 mg do hormdnio
etinilestradiol (Iffect Chempphar 0300383) em 50 mL de etanol 100% e completou-se o
volume para 1000 mL com agua destilada autoclavada. Assim, obteve-se uma solucdo estoque
de EE2 com concentracdo de 10 mg.L™. A escolha desta concentracdo foi baseada no trabalho
de Lloret et al. (2010) e ainda, para que se pudesse quantificar a concentragdo do horménio
antes e apds a remediagdo, visto que se fossem utilizadas concentracdes similares as
encontradas na natureza, 0 hormoénio ndo poderia ser quantificado no cromatografo utilizado

nesta pesquisa.

5.14. Analise do uso repetido da enzima imobilizada

Os ensaios de uso repetido para a enzima imobilizada foram conduzidos da

seguinte forma: apds a reacdo por 24 horas da Luffa cylindrica com lacase imobilizada com
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solugdo do horménio EE2 5 mg.L™ (10 mL de solucdo de EE2 10 mg.L™"/ 10 mL de solucéo
tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™?, pH 5,0), a enzima imobilizada foi submetido & trés
lavagens com tampdo acetato de sodio, pH 5,0. Apds esta lavagem a enzima imobilizada

reagiu novamente com uma solugdo de EE2 por 24 horas. Esse processo se repetiu por 7 dias.

5.15. Remediacao

A remediacéo foi realizada com o extrato bruto dos meios BD e BDM, tanto para
a enzima livre quanto para a enzima imobilizada em Luffa cylindrica. Os testes foram
conduzidos em triplicata.

Nos testes com a enzima imobilizada, erlenmeyers de 150 mL foram utilizados
acrescentando 10 mL de solucéo de EE2 10 mg.L?, 10 mL de solugdo tampao acetato 50
mmol.L™ pH 5,0 e 100 mg de Luffa cylindrica imobilizada com extrato bruto. A proporgo
utilizada de reagentes visou obter uma solucdo de hormonio com concentracdo final de 5
mg.L™ (LLORET et al., 2010). Os ensaios tiveram duragdo de 8 e 24 horas.

Nos testes com a enzima livre também foram utilizados erlenmeyers de 150 mL;
nestes foram adicionados 10 mL de solucdo de EE2 10 mg.L™?, 8,4 mL de solucdo tamp&o
acetato 50 mmol.L™ pH 5,0 e 1,6 mL de extrato bruto do meio BD (atividade lacase 200 U);
ou 10 mL de solucdo de EE2 10 mg.L™, 9,7 mL de solucdo tamp&o acetato 50 mmol.L™ pH
5,0 e 0,3 mL de extrato bruto do meio BDM (atividade lacase 200 U), obedecendo 0 mesmo
tempo de duracédo dos ensaios com a enzima imobilizada.

Quando finalizado este tempo a reacdo da enzima livre e da enzima imobilizada
foram interrompidas pela adi¢éo de 100 pL de solucédo de hidréxido de sédio (NaOH) 1 M.

Controles sem adi¢do de enzimas foram preparados. O primeiro continha 10 mL
de solucéo de EE2 10 mg.L™ e 10 mL de solucdo tampéo acetato 50 mmol.L™ pH 5,0 e teve
por objetivo verificar a possivel degradacdo do EE2 sem a presenca da enzima; enquanto o
segundo controle continha 10 mL de solugdo de EE2 10 mg.L™ e 10 mL de solucéo tamp&o
acetato 50 mmol.L™* pH 5,0 e 100 mg de Luffa cylindrica sem extrato bruto imobilizado com

0 objetivo de avaliar a possivel adsor¢do do EE2 nas fibras da Luffa cylindrica.

5.16. Teste em biorreator

O biorreator utilizado para a remocéo de EE2 foi um Fermenteste (MS Tecnopon)
constituido de um cilindro de vidro (9 cm de didmetro, 35 cm de altura) com regulador de

pressdo, vazao e temperatura (Figura 5).
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Figura 5 - Biorreator (Fermenteste MS Tecnhopon).

Fonte: Autora

O reator foi operado em batelada a uma pressdo de 0,4 bar e vazéo de 2,6 L.min™.
Estes valores foram estabelecidos por permitirem maior contato das buchas vegetais com o
meio reacional, devido a menor formacdo de espuma. Os ensaios ocorreram em temperatura
de 30 °C, por ser a temperatura 6tima da enzima imobilizada em estrato bruto do meio BDM,
que foi o meio utilizado nos testes do biorreator.

No tubo cilindrico do biorreator foram acrescentados 400 mL de tampéo acetato
de sédio 50 mmol.L™, pH 5,0; 400 mL de solucdo de EE2 10 mg.L™ e enzimas imobilizadas
em Luffa cylindrica, obedecendo a proporcdo utilizada na remediagdo em erlermeyers,
objetivando uma solucdo de EE2 final de 5 mg.L™ com pH 5,0 (pH 6timo da enzima quando o
utilizado o EE2 como substrato). No reator ndo foram feitos testes com a enzima livre.

Para a reagdo com a enzima imobilizada foram feitos dois testes; o primeiro foram
acrescentados 2,1 g de Luffa cylindrica (21 pecas de 100 mg) e aliquotas foram coletadas nos
tempos 0 hora; 0,5 hora; 1,0 hora; 1,5 hora; 2,0 horas; 4,0 horas; 8,0 horas e 24,0 horas. No
segundo teste as aliquotas foram coletas nos mesmos instantes ja descritos, porém foram
adicionados ao reator 4,2 g de Luffa cylindrica (42 pecas de 100 mg). Foram feitos controles

com a Luffa cylindrica sem enzima imobilizada.
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5.17. Deteccéo e quantificacao do etinilestradiol

Para se utilizar as amostras nos aparelhos de cromatografia liquida, estas foram
passadas em filtros de 0,45 UM de poro e 33 mm de didmetro (MILLEX - HV (PVDF),
Milipore).

Para identificar e quantificar a concentracdo de EE2 restante apds a remediagao
foi utilizado o Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia LC-DAD Alliance Waters, composto
por bomba Waters 2695, Detector Waters 2996 e software Empower e coluna Prodigy ODS
(3) (150 x 4,6 mm); a quantificacdo foi realizada no laboratério do CPQBA da UNICAMP. A
fase movel utilizada foi uma mistura de agua e acetonitrila (50:50). A eluicdo das amostras foi
realizada com fluxo de 0,7 mL.min™ e com deteccdo UV de 280 nm. O volume de injecéo foi
de 20 pL e a temperatura de 30 °C.

A determinacédo da concentracdo de EE2 das amostras da remediacéo realizada no
biorreator ocorreu em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia LC-20AT (Shimadzu, Quioto,
Japdo), com detector Ultravioleta/Visivel (UV/Vis), em fluorescéncia (230nm) e coluna ACE
Cis (100 x 4,6 mm x 5 um), executado no laboratério do NEPET da UFG. A fase movel
consistiu na mistura de adgua e acetonitrila (50:50) e para a eluicdo das amostras foi utilizado o
fluxo de 1,0 ml min™. Foram injetados 20 pL de amostra e a quantificacio foi realizada a 30
°C.

Santos et al. (2012) quantificaram o EE2 utilizando cromatografia LC-DAD com
coluna C-18 e fase movel constituida de uma mistura de agua e acetonitrila (50:50). A
deteccdo UV foi a 280 nm. Condicdes semelhantes as utilizadas neste trabalho.

A mudanc¢a de equipamento para a quantificacdo de EE2 da remediacdo em
erlenmeyers para a remediagdo no biorreator se fez necessaria devido a indisponibilidade do
CLAE LC-DAD utilizado no primeiro ensaio.

5.18. Andlise estatistica

Todos os ensaios foram feitos, no minimo, em triplicata para a obtencdo das
médias e dos desvios padrdo. Os dados obtidos tiveram suas medias comparadas pela Analise
de Variancia (ANOVA) segundo um unico critério, com nivel de significancia (a) igual a
0,05. O teste Tukey foi aplicado quando verificado pela ANOVA que as médias dos
tratamentos apresentavam diferenca significativa, a fim de investigar quais tratamentos
diferiam um do outro. Foi utilizado o software SISVAR® 4.3 para anélise dos dados

estatisticos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1. Selecédo do meio de cultura

A demanda sempre crescente por lacase para a biodelignificacdo, processos
oxidativos industriais e biorremediacdo ambiental, requer a producdo em grande quantidade
de enzimas e a baixo custo (LETTERA et al., 2011). Foram avaliados quatro meios de cultura
na producdo de enzimas pelo fungo Pleurotus ostreatus com o objetivo de selecionar um
meio de cultura econdmico e que proporcionasse grande producdo enzimatica. Os meios
utilizados foram BD, BDM, EM e EMM. A producéo de lacase acompanhada durante 8 dias e

0s picos de atividade enzimatica para cada meio estdo representados no Gréfico 1.

Grafico 1 - Pico de atividade enzimatica.
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Fonte: Autora

Como pode ser visualizado no Grafico 1 o pico de atividade enzimatica para 0s
meios BD, EM e EMM foi encontrado no 5° dia de cultivo, enquanto que para 0 meio BDM o
pico se apresentou no 7° dia. O pico de atividade enziméatica do meio BDM se diferenciou dos
demais meios analisados devido ao enriquecimento do meio com palha de guariroba. O fungo
libera enzimas para se alimentar e estas degradam os substratos em moléculas mais acessiveis
que sdo depois absorvidas e assimiladas; a adicdo da palha de guariroba aumentou a
quantidade de nutrientes no meio e consequentemente o fungo demandou por mais tempo para
degradar este substrato e para produzir enzimas (GOLVEIA et al., 2014).

Algumas substancias podem influenciar a lacase, inibindo ou induzindo sua

atividade enzimatica. A palha de guariroba foi adicionada ao meio BD (que passou a ser
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denominado meio BDM) com o objetivo de aumentar a atividade enzimética da lacase
baseado no trabalho de Golveia et al. (2014), que ao adicionarem a palha de guariroba no
meio de cultivo do fungo Pycnoporus sanguineus conseguiram producéo de lacase 100 vezes
superior comparado ao meio sem a presenca desde residuo agroindustrial. Ao meio EM foi
adicionado o sulfato de cobre, baseado no trabalho de Silva et al. (2012a), e este foi
denominado meio EMM, porem a adicdo de sulfato de cobre ao meio EM ndo ocasionou a
ativacdo da atividade enzimatica da lacase.

Como visualizado no Grafico 1, a melhor atividade enzimatica foi encontrada para
0 meio BDM, este resultado foi confirmado pela analise estatistica que mostrou que 0s meios
BD, EM e EMM foram estatisticamente iguais, enquanto 0 meio BDM apresentou a maior
média em relacdo a atividade enzimatica e se mostrou estatisticamente diferente dos demais.

O meio BDM promoveu melhor desenvolvimento do Pleurotus ostreatus, e
consequentemente maior producdo de lacase. Estudos mostram que o fungo em questdo se
desenvolve melhor em substratos que contenham lignina, pois para 0 seu crescimento, este
fungo necessita degradar a lignina e para isso produz enzimas extracelulares. (CARVALHO
et al., 2013; PARENTI et al., 2013; KARP et al., 2012). Assim, nota-se que a secrecdo de
enzimas especificas podem depender das condi¢des de cultura, incluindo a composicdo do
meio de crescimento (MARCO-URREA et al, 2010).

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram selecionados os meios BD e BDM,
por serem produzidos a partir do caldo de batata produzido em laboratério com o préprio
fruto, e no caso do meio BDM, com adicdo da palha de guariroba adquirida gratuitamente em
feiras da cidade de Goiénia. Por estas razdes, estes meios foram considerados vidveis

economicamente.

6.2. Atividade da enzima livre

No presente trabalho, a lacase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus e
utilizada nos processos de imobilizagdo ndo passou por nenhum processo de purificacao.
Sendo assim, a atividade da lacase livre foi avaliada comparando a atividade enzimatica do
extrato bruto antes e apds a reagdo com a enzima catalase. Essa reacdo elimina perdxidos de
hidrogénio enddgenos eventualmente presentes no extrato bruto, confirmando a presenca
apenas de lacase no meio.

Na Tabela 2, a atividade enzimatica do extrato bruto com e sem catalase pode ser

visualizada.
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Tabela 2 - Atividade Enzimatica meio BD com e sem 0 acréscimo da enzima catalase.

Meio de cultura Atividade Enzimatica Atividade Enzimatica
(U.min™") sem catalase (U.min") com catalase

BD 3,22 2,39

BDM 7,50 6,97

Fonte: Autora

Assim pode-se observar uma reducdo de 25,77% na atividade enzimética do meio
BD e de 7,06% na atividade enzimatica da lacase do meio BDM quando acrescentada a
enzima catalase. Esses resultados mostram que provavelmente ao eliminar os perdxidos de
hidrogénio enddgenos do meio, possivelmente eliminou-se assim a enzima manganés
peroxidase; visto que o Pleurotus ostreatus possui a habilidade para produzir apenas as
enzimas extracelulares lacase e manganés peroxidase, e, portanto ndo sao capazes de produzir
lignina peroxidase (GIARDINA et al., 2000).

Com o intuito de confirmar a presenca de manganés peroxidase no meio, foi
realizada a determinacdo desta enzima pelo método de Kuwahara, Kimura e Asada (1984) que
visa a oxidacdo do vermelho de fenol. Para 0 meio BD a maior atividade enzimética
encontrada no extrato bruto foi de 1,84 U.min™’; enquanto para o meio BDM o valor da
atividade enzimatica foi de 0,55 U.min™. A enzima manganés peroxidase é uma enzima
lignolitca, e sua presenca ndo constitui em um problema, visto que pode ajudar na remogao do
EE2, pois enzimas lignoliticas sdo promissoras de serem aplicadas em processos biolégicos
(MOREIRA et al., 1998).

6.3. Determinacdo de proteina totais

Para avaliar o percentual de proteinas imobilizada no suporte, foram determinadas
as concentracGes de proteina no extrato bruto antes e ap6s a imobilizacdo, visto que as
enzimas sdo proteinas e desta forma a concentracdo destas no suporte poderiam ser
mensuradas. O extrato bruto apo6s a imobilizagdo foi denominado “sobrenadante”. (MORAIS
etal., 2013).

No meio BD, o quinto dia de producdo enzimatica (pico de atividade meio BD)
as concentragdes de proteina variaram entre 26,2 e 60,4 ug.mL™, e no meio BDM no sétimo
dia de cultivo (pico de atividade meio BDM) estiveram entre 32,2 e 83,2 ug.mL™ A
superioridade na concentragdo de proteinas no meio BDM pode ser explicada pelo fato da
palha de guariroba estar atuando como um indutor na sintese de lacase, que € uma proteina.

Além disso, diferentes linhagens de uma mesma espécie podem apresentar um perfil de
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proteinas diferenciado, mesmo quando crescidos sob as mesmas condi¢6es. Podera haver essa
diferenciacdo também quando crescidos em condic¢des diferentes (GARCIA; SANTIAGO;
ULHOA, 2006; VILELA, 2006).

O percentual de enzima imobilizada pode ser visualizado na Tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagem de proteina do extrato bruto retida no suporte.

BD BDM
Extrato Bruto Sobrenadante Extrato Bruto  Sobrenadante
Concentragao de 28,53 15.28 33,88 14,58
proteina (ug.mL™)
Parcentagemae 100 53,55 100 43,03

proteina (%)
Porcentagem de
proteina retida no 46,45 56,97
suporte (%)

Fonte: Autora

De acordo com a Tabela 3, em média, sdo retidos no suporte de imobilizacéo
(Luffa cylindrica) 46,45% e 56,97% do total de proteina do extrato bruto considerando os

meios BD e BDM, respectivamente.

6.4. Influencia do pH e da temperatura na atividade da lacase livre e imobilizada
6.4.1. Variacdo do pH de reacao sob diferentes substratos

O pH 6timo das lacases depende da diferenca do potencial redox entre o substrato
de reducdo e o cobre tipo 1 da lacase, este cobre se correlaciona com a taxa de transferéncia
de elétrons sendo favorecido por um substrato fendlico com pH mais elevado. A dependéncia
do pH esta sujeito também da ligacdo de um anion hidroxido com os cobres tipo 2 e 3, que
inibe a atividade a pH mais elevados (XU, 1997).

Nos Graficos 2, 3 e 4, apresentam-se as atividades enzimaticas das formas livres e
imobilizadas frente a variacdo do pH do meio reacional para os substratos 2,2-Azino-bis (3-
ethylbenzothializone-6-sulfonic acid) - ABTS, guaiacol e seringaldazina, respectivamente. As

determinacOes foram realizadas em temperatura ambiente.



Gréfico 2 - Variacdo do pH de reacéo para a lacase nas formas livre e imobilizada utilizando o ABTS como
substrato. Tempo de reacdo de 5 minutos.
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Grafico 3 - Variacdo do pH de reacgdo para a lacase nas formas livre e imobilizada utilizando o guaiacol como
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com guaiacol (U.min™)
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Grafico 4 - Variacdo do pH de reacdo para a lacase nas formas livre e imobilizada utilizando a seringaldazina
como substrato. Tempo de reacdo de 5 minutos.
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Fonte: Autora

As lacases fungicas possuem a caracteristica de atuar sobre uma ampla gama de
substratos (THURSTON, 1994); concordando com esta afirmacdo a lacase produzida pelo
fungo Pleurotus ostreatus e utilizada neste estudo oxidou trés diferentes compostos (ABTS,
guaiacol e seringaldazina). Como pode ser observado nos Gréaficos 2, 3 e 4, quando o
substrato oxidado foi o ABTS os valores da atividade enziméatica foram superiores
comparados ao guaiacol e a seringaldazina, principalmente para a lacase imobilizada do meio
BDM.

Utilizando o ABTS como substrato, 0 melhor pH observado para as formas livres
e imobilizadas do meio BD foi de 3,6; porém a atividade enzimética neste pH nao resultou
em alteracdo na atividade enzimatica estatisticamente significativa comparada a atividade
enzimatica apresentada no pH 4,0. A enzima imobilizada apresentou melhores médias de
atividade enzimatica em relacdo a enzima livre, no entanto ndo houve diferenca significativa
entre ambas.

Em relagdo ao meio BDM, 0 melhor pH observado na enzima livre foi de 3,6 e na
enzima imobilizada foi de 4,6, que também apresentou as melhores médias estatisticas. A
oxidacdo do ABTS tem como caracteristica a ocorréncia da reducdo da velocidade de reacéo
com o aumento do pH (XU, 1996).

Em outras pesquisas foram encontrados valores de pH 6timo entre 3,0 e 4,5
quando o ABTS foi utilizado como substrato. Freixo, Karmali e Arteiro (2012) determinaram

0 pH 6timo em 3,0 para o Pleurotus ostreatus crescido em meio contendo polpa de tomate,
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enquanto Linke et al. (2005) definiram o pH 3,5 como 6timo para o Pleutorus sapidus
cultivado em cascas de amendoim. Apds purificacdo da lacase, More et al. (2011)
encontraram o pH 6timo em 4,5. O mesmo valor foi encontrado por Tlecuitl-Beristain et al.
(2008).

Com o guaiacol como substrato as atividades enziméticas apresentaram valores
6timos nos pH 6,6 para a enzima livre e 5,6 para a enzima imobilizada nos meios BD e BDM.
As melhores médias foram encontradas para a enzima livre no meio BD e para a enzima
imobilizada para 0 meio BDM.

Em ambos os meios (BD e BDM) e ambas as formas da enzima (livre e
imobilizada) o pH 6timo foi de 5,6 quando a seringaldazina foi utilizada como substrato. Para
o meio BD a melhor média foi encontrada para a enzima imobilizada, enquanto para 0 meio
BDM a melhor média se apresentou na enzima livre.

A faixa de pH compreendida entre 4,0 e 7,0 é comum na oxidagdo de compostos
fendlicos, como o guaiacol e a seringaldazina (BALDRIAN, 2006). Hublik e Schinner (2000)
determinaram o pH 6timo em 5,8 para lacase produzida pelo Pleurotus ostreatus, utilizando a
seringaldazina como substrato, resultado proximo ao valor encontrado neste trabalho.

Para 0 ABTS no meio BD e para a seringaldazina nos meios BD e BDM ndo
houve alteracdo do pH 6timo quando comparadas as enzimas livre e imobilizada. No entanto,
quando utilizado o ABTS no meio BDM e o guaiacol em ambos os meios, o pH étimo da
enzima imobilizada foi alterado em relacdo a enzima livre. Este fendmeno pode ser explicado
pelo estudo realizado por Goldstein, Levin e Katichalski (1964) que mostrou a existéncia de
uma diferenca na concentracio de ions H* entre o suporte polieletrolito onde a enzima esta
imobilizada e a solucdo que envolve este suporte. Se o polieletrolito possui carga negativa, a
concentracéo de fons H" em seu redor sera maior que na solugdo, o contrério acontece quando
0 polieletrolito possui carga positiva. Assim, a curva de pH versus atividade de enzima
imobilizada em suporte com carga elétrica pode deslocar-se para regides mais alcalinas
quando o suporte é carregado negativamente e regides mais acidas quando o suporte €
carregado positivamente.

No entanto, a mudanca de pH pode estar associada a outros fatores além da carga
como a fonte de enzima, tipo de suporte, método de imobilizacdo e interagdo enzima-suporte
(FERNANDEZ-FERNANZEZ, 2013).



51

6.4.2. Variagéo da temperatura de reacéo

A temperatura pode influenciar na cinética da reagdo enzimatica por meio do
aumento da velocidade da reacdo ou da desnaturacdo da enzima. No primeiro caso 0 aumento
da temperatura aumenta a energia cinética das moléculas componentes do sistema,
aumentando a probabilidade de choques efetivos entre elas. No segundo caso a desnaturagédo
ocorre quando a temperatura é elevada a valores acima da temperatura 6tima da enzima, assim
a enzima perde sua estrutura nativa, catalitica, devido a alteracdo das liga¢gdes quimicas que
mantem sua estrutura tridimensional. (TORRES, 2001). A resposta da lacase livre e
imobilizada frente a variacdo da temperatura para os meios BD e BDM esta representada no
Gréfico 5.

Grafico 5 - Variagdo da temperatura de reagdo e efeito sobre a atividade enzimatica da lacase nas formas livre e
imobilizada. Tempo de reacéo de 5 minutos.
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Fonte: Autora

A temperatura 6tima para as enzimas livre e imobilizada apresentaram valores
distintos, compreendidos entre 20 e 50 °C. Para 0 meio BD as melhores atividades
enzimaticas foram encontradas a 30° C para a enzima livre e 50° C para a enzima imobilizada;
enquanto para o meio BDM as melhores atividades se apresentaram a 40° C e 30° C,
respectivamente.

Observa-se que o processo de imobilizagdo da lacase em Luffa cylindrica alterou
o valor da temperatura O6tima em ambos 0s meios estudados. No meio BD a enzima
imobilizada apresentou temperatura 6tima superior a forma livre, conferindo a enzima maior

estabilidade térmica, também nota-se a superioridade da atividade enzimética da enzima
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imobilizada frente a enzima livre em temperaturas mais elevadas (60 — 70 °C). O inverso
ocorreu no meio BDM; a enzima imobilizada apresentou temperatura 6tima inferior a enzima
livre e atividades enzimaticas menores com o aumento da temperatura, conferindo a esta
enzima a possibilidade de uso a temperatura ambiente. Em ambos 0s meios as enzimas tanto
livre quanto imobilizadas foram desnaturadas a 80 °C.

A 50 °C todas as formas livre e imobilizada apresentaram atividade enzimética, no
entanto a enzima imobilizada com o extrato bruto do meio BD foi superior &s demais. A
menor atividade nesta temperatura foi da enzima livre do meio BD, evidenciando a
superioridade da enzima imobilizada deste meio em relagdo a estabilidade térmica. As formas,
livre e imobilizada, do meio BDM apresentaram atividades enzimaticas proximas, no entanto
a atividade da enzima livre foi superior a enzima imobilizada.

Na literatura, a faixa de temperatura para as diferentes linhagens do Pleurotus
ostreatus mostram variagdes entre 40 e 65 °C. Estas variacOes podem estar relacionadas aos
diversos tratamentos proporcionados as enzimas, como por exemplo, a purificagéo.

Freixo, Karmali e Arteiro (2012) produziram e caracterizaram a lacase de
Pleurotus ostreatus crescido em meio contendo polpa de tomate e, apds a purificacdo da
enzima, constataram que a temperatura 6tima de reacao foi de 45 °C. Este valor também foi
encontrado por Tlecuitl-Beristain et al. (2008), ao produzirem lacase com o fungo Pleurotus
ostreatus utilizando o mesmo procedimento adotado neste trabalho, porém com um meio de
cultura mais nutritivo, com o objetivo de relacionar a atividade da lacase com o crescimento
do fungo.

Liu et al. (2009) com o objetivo de otimizar o meio de fermentacdo e oS
parametros de crescimento da cepa 10969 do fungo Pleurotus ostreatus, para obtencdo da
méaxima producdo de lacase, encontrou a temperatura Otima de reacdo de 50 °C na
caracterizacdo da lacase produzida. Enquanto More et al. (2011) ao caracterizarem a lacase
produzida pela cepa isolada de Pleurotus sp, avaliaram que a temperatura 6tima de reacédo foi
de 65 °C, utilizando o ABTS como substrato. As condic¢des de cultivo foram semelhantes as
utilizadas nesta pesquisa, porém os resultados, em alguns casos, ndao foram semelhantes, pois
as cepas do fungo utilizadas ndo foram as mesmas.

Os valores encontrados na literatura sdo proximos aos descobertos neste trabalho,
mesmo que 0 maior valor encontrado de temperatura 6tima para a enzima livre tenha
alcancado 40 °C. Ressalta-se que o extrato bruto utilizado neste trabalho ndo passou por

processos de purificacéo.
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6.5. Determinacdo da massa molecular

Ao avaliar a atividade da lacase em gel de poliacrilamida (12%), foi possivel
estimar a massa molecular das lacases produzidas no meio BD e BDM (Figura 6) por meio de
um marcador. O valor encontrado foi de aproximadamente 40 kDA, concordando com 0s
trabalhos de More et al. (2011) e Liu et al. (2009), que produziram e caracterizaram lacase

produzida por meio da fermentacdo submersa, metodologia utilizada neste trabalho.

Figura 6 - Massa molecular lacase produzida nos meios BD e BDM.
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Fonte: Autora
6.6. Parametros de imobilizacéo
6.6.1. Tratamento com glutaraldeido

Dentre os reticulantes disponiveis no mercado, o glutaraldeido se destaca por
apresentar disponibilidade comercial, baixo custo, elevada reatividade, boa solubilidade em
solucdo aquosa e em solventes organicos (BARBOSA et al, 2012). No Grafico 6 pode-se
visualizar o rendimento da enzima imobilizada sob diferentes formas de tratamento do suporte
com glutaraldeido.

Foi avaliado o rendimento de imobilizacdo sob quatro diferentes tratamentos do
suporte com glutaraldeido, variando o tempo (30 minutos e 1 hora) e a forma de contato (sob
agitacdo a 120 rpm e sob aquecimento a 80° C). O melhor tempo para o tratamento foi reagédo
por 1 hora, tanto para os tratamentos sob agitacdo quanto para os sob aquecimento. No
entanto, o tratamento sob agitacdo apresentou melhor rendimento em relacdo aos demais

tratamentos.
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Gréfico 6 - Tratamentos do suporte com glutaraldeido para o processo de imobilizacdo.

1 - 30 min com agitagéo
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*Tratamentos estatisticamente semelhantes segundo Teste Tukey.
Fonte: Autora

A analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos 3 e 4, entretanto o tratamento 3 foi escolhido para 0 processo de imobilizacéo
pois além de apresentar maior rendimento, liberava menos gases durante a reagdo comparado
ao aquecimento do glutaraldeido, fato a ser considerado ja que o este composto € uma
substancia altamente toxica.

Guidini et al. (2010) imobilizaram B-galctosidase em Duolite A568 e no processo
de reticulagcdo da enzima com glutaraldeido otimizaram o tempo de reacdo de reticulagdo em
1,5 hora, valor proximo ao encontrado neste trabalho.

Ao imobilizar lacase em fibras de coco verde, Bezerra et al. (2015) preparam o
suporte com solucdo de glutaraldeido em tampéo fosfato 0,05 M (pH 7) ap6s reacdo de 2
horas e posterior lavagem com tampao.

6.6.2. Concentracao do glutaraldeido

A concentracdo de glutaraldeido utilizada em processos de imobilizacdo
dependerd do suporte empregado e da estrutura da proteina. Portanto, ndo had uma
concentragdo Unica que possa ser aplicada em todos os suportes de imobilizacdo e enzimas.
No entanto, na literatura, as concentragfes mais empregadas estdo entre 1% e 2,5%
(CAPTANE et al., 2013; XU et al.,, 2013; VILELA, 2006; POCAS et al.,, 2004),

provavelmente porque quanto maior a concentracdo de glutaraldeido utilizado, maior seréa a



55

concentracdo de enzimas imobilizadas, e isto poderd causar limitagdes na difusdo do

substrato e estereoimpedimentos, acarretando baixa atividade catalitica (SILVA et al., 2012b).

Os rendimentos encontrados para 0s suportes tratados com diferentes

concentragdes de glutaraldeido estdo discriminados no Grafico 7.

Gréfico 7 - Variacdo da concentracdo do glutaraldeido no processo de imobilizacdo.
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* Concentrages estatisticamente semelhantes segundo Teste Tukey.
Fonte: Autora

ApoOs andlise estatistica dos resultados verificou-se que ha um aumento
significativo do rendimento de imobilizacdo quando a concentracdo de glutaraldeido foi de
2%. No entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as concentracdes de 2% e
2,5%.

A enzima necessita conservar suas distancias intermoleculares e o0 processo de
imobilizacdo torna a estrutura da enzima mais rigida e, consequentemente, a torna mais
resistente a presenca de agentes desnaturantes. No entanto, quando as concentracdes de
glutaraldeido sdo elevadas, hd um acréscimo de ligacGes cruzadas, causando o aumento na
rigidez da enzima ligada. Isto afeta negativamente a conformagdo da enzima e, como
consequéncia, uma menor atividade enzimatica e rendimentos sdo observados (SKORONSK
etal., 2011).

6.6.3. Secagem da bucha

O processo de imobilizacdo implica na interacdo entre a enzima e 0 suporte, que

fornecem diferentes propriedades cinéticas, mecanicas, quimicas e bioquimicas a enzima, para
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iss0, conhecer as caracteristicas da superficie de ambos sdo importantes para que o suporte
possa ser preparado para combinar com as caracteristicas da superficie da enzima
(HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009).

Diversos autores (SILVA et al., 2012a; BEZERRA et al., 2015), apos a lavagem e
0 preparo do suporte, promovem a secagem do mesmo tanto para estocagem quanto para
causar melhor interacdo com o agente reticulante e com a enzima. O Grafico 8 mostra 0s

rendimentos de imobilizacdo antes e ap0os a secagem da Luffa cylindrica.

Gréfico 8 - Rendimento de imobilizacdo antes e ap6s a secagem do suporte por 24 horas a 60 °C.
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Fonte: Autora

Os resultados apresentados no Grafico 8 mostraram que secar a bucha vegetal e
posteriormente promover o tratamento com o glutaraldeido aumenta em aproximadamente
61% o rendimento de imobilizacdo; pois a bucha seca permite maior retencdo de enzimas
comparada a bucha molhada. A remocdo da dgua melhora a superficie de contato da bucha
vegetal.

6.6.4. Tempo de imobilizagéo

A influéncia do tempo no processo de imobilizacdo de lacase nas fibras de Luffa
cylindrica é representada no Grafico 9, na qual se verifica um aumento significativo de

atividade da enzima imobilizada até 24 horas.
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Grafico 9 - Variagdo do tempo de imobilizagdo de lacase em Luffa cylindrica.
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Fonte: Autora

A variacdo do tempo de imobilizacdo em valores entre 1 hora e 24 horas, nas
condigdes testadas, mostrou que quanto maior o tempo de contato entre a enzima e o0 suporte,
maior é a quantidade de enzima retida. O tempo de 24 horas apresentou melhor rendimento
gue os demais tempos estudados. Com base nestes resultados, todos os experimentos de
imobilizacdo utilizaram um tempo de 24 horas.

6.7. Andlise da estabilidade do sistema

6.7.1. Estabilidade de armazenamento

A estabilidade de armazenamento € um dos pardmetros mais importantes da
avaliacdo da atividade enzimatica, porque a enzima imobilizada é suscetivel a queda da
atividade enzimatica ap6s armazenamento prolongado (RAMANI et al., 2015).

O Grafico 10 apresenta a atividade enzimatica para a enzima imobilizada em 30
dias de armazenamento para 0s meios BD e BDM.
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Gréfico 10 - Analise da estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada.
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Fonte: Autora

Em ambos os meios apds o segundo dia de armazenamento a enzima imobilizada
exibiu perdas em sua atividade enzimatica; no meio BD esta perda foi de 30,7%, portanto a
enzima imobilizada apresentava 69,3% da sua atividade inicial, enquanto o meio BDM
apresentava 75,3% desta atividade. No décimo dia a porcentagem de retencdo da atividade
inicial foi semelhante para ambos os meios; 43,5% para 0 meio BD e 43,4% para 0 meio
BDM.

Por fim, no trigésimo dia de armazenamento o meio BD reteve 39% da atividade
inicial, enquanto o meio BDM reteve 32,35%. Em geral 0 meio BD se mostrou mais estavel
ao armazenamento do que o meio BDM, no entanto ambos os meios foram pouco satisfatorios
em relacdo a retencdo da atividade enzimatica inicial, ja que apds trinta dias de
armazenamento esse valor ndo alcangou 50%. A baixa estabilidade de armazenamento pode
estar relacionada ao tipo de armazenamento escolhido e ao pH do tampdo utilizado no ensaio;
os pH 3,6 e 4,0 escolhidos para este teste por serem os pH 6timos da enzima podem ser
demasiadamente &cido para armazenar as enzimas imobilizadas.

Outros autores conseguiram estabilidade de armazenamento melhores utilizando
diferentes suportes. Vinoth Kumar et al. (2012) imobilizaram lacase pelo método de
agregacdo de enzimas por ligacdo cruzada e ap6s 14 dias a enzima imobilizada reteve 100%
da atividade inicial. Depois de ser armazenada por dois meses esta enzima perdeu apenas 29%
desta atividade.

Karagoz et al. (2011) também conseguiram armazenar a lacase imobilizada em
micropérolas de poli(vinilamina) por dois meses e reteve de 58 a 74% da atividade inicial. Xu

et al. (2013) conseguiram reter 60% apds 10 dias de armazenamento e Daassi et al. (2014)
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reteram 82,7% ap6s 20 dias, com lacase imobilizada em membranas nanofribrosas de vinil

modificado e em alginato de calcio, respectivamente.
6.7.2. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica representa um fator importante para a aplicacdo de enzimas
em reatores de escala industrial; a estabilidade do sistema dependerd do suporte escolhido,
pois ele pode aumentar o tempo de meia vida da enzima imobilizada ou afetar adversamente
ndo sé a estabilidade térmica, mas o desempenho global do sistema caso a escolha ndo seja
correta (MENDES et al., 2011b). Os Gréficos 11 mostram os perfis de estabilidade térmica
para as enzimas livre e imobilizada, presente nos meios BD e BDM, respectivamente, depois

de variados tempos de incubacdo.

Graéficos 11 - Analise da estabilidade térmica da lacase livre e imobilizada. A - produzida no meio BD. B -
produzida no meio BDM.
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Fonte: Autora

A avaliacdo da estabilidade térmica foi realizada nas temperaturas o6timas
encontradas para a enzima livre e imobilizada de ambos os meios. No meio BD a enzima
imobilizada se manteve estavel na temperatura de 30 °C, apresentando um pico aos 20
minutos de incubacdo; j& a 50 °C reteve apenas 35,5% da atividade inicial aos 60 minutos de
contato. A enzima livre se manteve estavel a 30 °C e desnaturou em 50 °C. Assim, a
imobilizagdo permitiu maior estabilidade da enzima a temperatura de 50 °C.

No meio BDM apresentou comportamento diferenciado; em 40 °C a enzima
imobilizada manteve a atividade enziméatica entre 0,5 e 1,0 U.min™, enquanto a 50 °C
apresentou baixa atividade enzimatica, porém se manteve estavel; a enzima livre aos 40 °C
perdeu 52,9% da atividade inicial nos primeiros 30 minutos de incubacdo e apresentou

atividade inferior a 0,5 U.min* em 50 °C.
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No meio BD a enzima imobilizada e incubada a 50 °C se mostrou mais estavel do
que a enzima livre incubada nesta temperatura; isto indica que a atividade da enzima se tornou
menos dependente da temperatura ap0s o processo de imobilizacao.

O mesmo comportamento ndo ocorreu no meio BD a 30 °C e nas demais
temperaturas no meio BDM; o processo de imobilizacdo ndo aumentou significativamente a
estabilidade da enzima.

A ocorréncia de melhor estabilidade térmica da lacase imobilizada pode ser
atribuida a presenca de ligacdo covalente entre a enzima e o suporte. Essa ligacdo previne a
desnaturacdo conformacional da enzima em altas temperaturas (XU et al., 2013).

Lacase imobilizada em compostos magnéticos reteve 66,7% da atividade inicial
apos 4 horas de incubacdo a 60 °C (LIU et al., 2012). Quando imobilizada em silica a
atividade inicial foi mantida em 60% ap0s 5 horas de incubacdo a 55 °C (TAVARES et al.,
2013). Daaéssi et al. (2014) imobilizaram lacase em alginato e conseguiram a retencdo de
91,2% da atividade inicial apés 90 minutos de incubacdo a 55 °C. A maior estabilidade
presente na literatura em relacdo a este trabalho pode ser explicada pelos diferentes suportes

utilizados, bem como as diferentes origens da lacase ou processo de purificacéo.

6.8. Ensaio de uso repetido

A capacidade em utilizar enzimas imobilizadas repetidas vezes representa uma
grande vantagem comparada com as enzimas livres, pois permite seu uso em aplicacOes
industriais rotineiras, além de diminuir o custo do processo (FERNANDEZ- FERNANDEZ,
2013; VINOTH KUMAR et al., 2012; DAASSI et al., 2014).

Apbs a imobilizacdo nas condi¢bes étimas para os meios BD e BDM o sistema foi
testado frente a porcentagem de remocgdo de EE2 ap6s ciclos de usos contendo lacase
imobilizada em Luffa cylindrica. O Grafico 12 apresenta as porcentagens de remogdo em sete
ciclos de reuso, mostrando que no primeiro ciclo a porcentagem de remocéo foi de 73,71%
para 0 meio BD e 75,14% para 0 meio BDM e no sétimo ciclo estes nUmeros cairam para
16,57% e 24,86%, respectivamente. No Grafico 12 se pode notar ainda que depois do quarto
ciclo de reuso as porcentagens de remocdo mantiveram certa estabilidade; isto pode estar
relacionada com a perda de enzimas que ndo foram imobilizadas covalentemente durante os
primeiros ciclos de reuso. A estabilizagcdo ocorre quando restam no suporte apenas as enzimas

imobilizadas por ligacdo covalente.
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Gréfico 12 - Analise da porcentagem de remocdo de EE2 apds ciclos de reuso.
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Fonte: Autora

Visando a degradacdo de corantes, Daéssi et al. (2014) obtiveram valores
superiores a 70% apds 4 ciclos de uso da lacase imobilizada em beads de alginato de calcio.
Para a remocdo de compostos fenolicos, Wang et al. (2012) imobilizaram lacase em
nanoparticulas de silica magnética e as utilizaram em 10 reusos, alcancando 75% de remocao
no sétimo ciclo e 70% no décimo ciclo.

Sathishkumar et al. (2012) visando a transformacao do diclofenaco, imobilizaram
a lacase produzida pelo fungo Pleurotus florida em PLGA e obtiveram remocdo de 100%
apos seis ciclos de uso e 50% ap0s 8 ciclos, utilizando a seringaldazina como mediador.

Nas pesquisas citadas acima o material utilizado para a imobilizagio sdo materiais
inertes que causam melhor aderéncia da enzima e, portanto, menor perca desta para 0 meio
reacional comparado ao suporte deste trabalho. E também, o processo de imobilizacdo
utilizado foi o encapsulamento, enquanto neste trabalho usou-se a ligacdo covalente. Pode-se
inferir que estes fatores sdo os responsaveis pela melhor eficiéncia de reuso das lacases

imobilizadas utilizadas nestas pesquisas em relacdo a este trabalho.

6.9. Remediacdo

Primeiramente se investigou o melhor pH para a remediagéo utilizando o meio
BD. Foi construida uma curva de calibragdo com solucBes contendo seis diferentes
concentragfes de EE2 (Grafico 13). A equacdo da reta obtida foi Y=10018x-1114, cujo
coeficiente de correlacao linear foi de 0,9997.



Grafico 13 - Curva de calibragao - etinilestradiol.
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A Tabela 4 mostra as médias das areas obtidas nas determinaces em CLAE e as

médias das concentracGes de EE2 obtidas.

Tabela 4 - Média das areas e das concentragdes de EE2 obtidas nas determina¢6es em CLAE.

Meédia das Areas Media da~s
pH Amostra (u.2) concentracoes
' (ug.mL™)
Controle 1° 30970 + 708,52 3,20 + 0,07
Controle 2™ 13347 +1183,70 1,44 +0,12
4 Enzima livre 25786 + 2196,38 2,69 £ 0,22
Enzima imobilizada 11721 +1034,12 1,28 £0,10
Controle 1 35361 + 7030,76 3,64 +0,70
Controle 2 13335+ 270,11 1,44 + 0,03
> Enzima livre 19219 + 5256,38 2,03+0,52
Enzima imobilizada 11907 + 530,51 1,30 £ 0,05
Controle 1 27232 +1716,86 2,83+0,17
Controle 2 13072 + 2907,62 1,42 +£0,29
0 Enzima livre 23405 + 896,34 2,45+ 0,09
Enzima imobilizada 13361 + 1390,09 1,44 +0,14
Controle 1 46183 + 1648,97 4,72 +0,16
2 Controle 2 18038 + 236,88 1,91 +£0,02
Enzima livre 42179 + 1964,95 4,32 +0,19
Enzima imobilizada 20297 + 1831,40 2,14+0,18

* Controle 1: solugdo de horménio (10 mg.L™) + Tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™. ** Controle 2: solugdo
de horménio (10 mg.L™) + Tamp#o acetato de sodio 50 mmol.L™ + 100 mg de Luffa cylindrica (bucha vegetal).
Fonte: Autora
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A Tabela 5 mostra os valores das porcentagens de remog¢éo do EE2 encontrados
para os pH 4, 5, 6 e 7 em relacdo a enzima livre, enzima imobilizada e para o controle (Luffa
cylindrica sem enzima).

Tabela 5 - Porcentagem de remocdo do EE?2 pela lacase livre e imobilizada do meio BD em diferentes pH.
% de Remocao

pH Enzima Livre Enzima Controle™
Imobilizada

4 15,93 + 0,21 60 + 0,1 54,84"+ 0,11

5 44,23% + 0,52 64,28° + 0,05 60,43°% + 0,02

6 13,42" + 0,08 49,11+ 0,13 50" + 0,29

7 8,47°+ 0,19 54,66 + 0,18 59,42" + 0,02

* Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente (p>0.05) pelo Teste de Tukey. **Controle:
solugdo de horménio (10 mg.L™) + Tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™ + 100 mg de Luffa cylindrica (bucha
vegetal).

Fonte: Autora

A remediacdo foi realizada por 24 horas. Andlises estatisticas mostraram que a
melhor remocdo foi encontrada para o pH 5 para a enzima livre, enzima imobilizada e para o
controle. Os demais pHs ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

Utilizando-se do pH 5, foi realizada a remedia¢do com os meios BD e BDM com
duracdo de 8 horas e 24 horas. A Tabela 6 mostra as médias das areas e das concentracdes de
EE2 encontradas neste ensaio, enquanto a Tabela 7 mostra as porcentagens de remogéo

encontradas para ambos 0s meios.



Tabela 6 - Média das areas e das concentragdes de EE2 obtidas nas determinagdes em CLAE.
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L. p Média das
Meio Tempo Amostra Media das Areas concentracgdes
(u'a) ( L-l
_ Hg.mL™)
Controle 1** 26699 + 9073,59 2,32+0,73
Controle 2 10344 + 2461,44 1,00 + 0,20
8 Enzima livre 5702 + 1106,00 0,63 + 0,09
_ Enzima 10951 + 1865,23 1,05+ 0,15
CB imobilizada
Controle 1 24895 + 5089,75 2,18 +0,41
Controle 2 11064 + 1832,82 1,06 £ 0,15
24 Enzima livre 9925 + 6366,55 0,97 £ 0,51
_ Enzima 10337 + 879,87 1,00 + 0,07
imobilizada
Controle 1 26699 + 9073,59 2,32+0,73
Controle 2 11939 +1172,38 1,13+ 0,09
8 Enzima livre 5239 + 2725,98 0,59 £ 0,22
_ Enzima 6714 + 1046 47 0,71+0,08
CBM imobilizada
Controle 1 24895 + 5089,75 2,18 £ 0,41
Controle 2 8627 +£1571,90 0,86 £ 0,13
24 Enzima livre 12068 + 6056,73 1,14 + 0,49
_ Enzima 7629 + 1352,23 0,78+011
imobilizada

* Controle 1: solugdo de horménio (10 mg.L™) + Tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™. ** Controle 2: solugdo

de horménio (10 mg.L™) + Tampéo acetato de s6dio 50 mmol.L™ + 100 mg de Luffa cylindrica (bucha vegetal).

Fonte: Autora

Tabela 7 - Porcentagem de remocdo do EE?2 pela lacase livre e imobilizada dos meios BD e BDM pH 5.

% de Remocao

Meio Tempo (horas) Enzima Livre I Enz_|_ma Controle”
mobilizada
BD 8 77,81 +0,08 63,02 £ 0,15 59,85+ 0,19
24 60,72 = 0,51 59,51 + 0,07 57,28+ 0,14
BDM 8 79,22 + 0,22 75+0,08 60,21 + 0,06
24 53,84 + 0,48 68,42 + 0,10 61,53 +£0,12

*Controle: solucdo de horménio (10 mg.L™) + Tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™ + 100 mg de Luffa
cylindrica (bucha vegetal).
Fonte: Autora

A remediacdo com duracdo de oito horas apresentou melhor remogéo de EE2 em
ambos os meios, sendo que as melhores médias foram encontradas para a enzima livre. Em
relacdo a remediacdo com duragdo de 24 horas as melhores médias foram encontradas para a
enzima imobilizada, porém sem diferenca estatistica das médias apresentadas na enzima livre

e no controle.
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Comparando os dois meios, os melhores resultados foram encontrados para o
meio BDM, no entanto as médias de remocao deste meio sdo estatisticamente iguais as do
meio BD.

A enzima livre se mostrou mais eficaz na degradacdo do EE2 comparada a enzima
imobilizada; exceto para o ensaio com duragdo de 24 horas com a enzima do extrato bruto
do meio BDM. Ocorreu remocéo de até 61,53% do EE2 por adsor¢do ao suporte quando este
foi utilizado na remediacdo sem adicdo de enzima (controle). No entanto, ao utilizar a enzima
imobilizada nos ensaios ocorreu a degradacdo do EE2, removendo até 75% do EE2 presente
no meio reacional, pois a presenga do glutaraldeido e de enzimas no suporte diminuiu a
adsorcdo do hormdnio (estereoimpedimento). A degradacdo do EE2 é mais conveniente que a
adsorcdo, visto que esta ndo elimina o composto, apenas o transfere de fase, enquanto a
degradacdo pode elimina-lo ou formar compostos mais simples e, consequentemente menos
toxicos.

Nos ensaios com a enzima imobilizada provavelmente ocorreu a degradacdo do
EE2, pois 0os cromatogramas ndo mostraram presenca de outros compostos no comprimento
de onda estudado.

Outros autores conseguiram a degradacdo do EE2. Lloret et al (2010)
conseguiram a completa remocédo de EE2 ap6s 15 minutos de incubacdo do horménio com a
enzima comercial de Myceliophthora thermophila, enquanto Nair, Demarche e Agathos
(2013) obtiveram de 85 a 95% de degradacdo do EE2 com lacase imobilizada em esferas de
silica. Esses resultados foram alcancados provavelmente pelo uso de enzimas purificadas e

por utilizar métodos de imobilizacdo consolidados na literatura.

6.10. Teste em biorreator

Para se investigar a remocdo do EE2 em um reator de leito fluidizado contendo
enzima imobilizada, foram realizados dois testes. A Tabela 8 mostra as porcentagens de
remocdo deste hormonio nos testes realizados. No teste 1 foram utilizados 2,1 g de Luffa
cylindrica, enquanto no teste 2 utilizou-se o dobro (4,2 g). Os controles contem a mesma

quantidade de Luffa cylindrica exigidas em cada teste, porém sem enzimas imobilizadas.
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Tabela 8 - Analise da porcentagem de remocéo do EE2 pela lacase livre e imobilizada empregadas em reator de
leito fluidizado.

% Remocao

Teste 1” Teste 2"
Tempo (h) Controle1™  Enz. Imob. 1 Controle 2 Enz. Imob. 2
0,5 20,69 28,41 50,09 52,78
1,0 37,81 34,50 61,07 58,20
15 40,77 38,50 73,29 62,96
2,0 48,74 44,79 77,12 64,94
4,0 80,77 58,56 89,98 70,13
8,0 90,64 69,23 97,49 76,59
24,0 97,04 73,14 99,23 86,07

* Teste 1: teste com 2,1 g de Luffa cylindrica. ** Teste 2: teste com 2,1 g de Luffa cylindrica. ***Controle:
solucéo de horménio (10 mg.L™) + Tampéo acetato de sédio 50 mmol.L™ + Luffa cylindrica (bucha vegetal).
Fonte: Autora

Como podem ser observados na Tabela 8, a porcentagem de adsorcao foi maior do
que a de degradacdo do EE2. Isto provavelmente ocorreu devido ao preparo da Luffa
cylindrica antes do processo de remocédo. A Luffa cylindrica foi preparada como descrito nos
itens 4.8. e 4.9., até a reacdo com HCI. Apds esta reacdo as fibras foram lavadas e secas e ndo
passaram por nenhum processo adicional, portanto estas condi¢des proporcionaram melhora
da superficie de contato e eficiéncia na adsorcao do EE2, atingindo até 99,23% de remocao.

A enzima imobilizada foi colocada no reator apés reacdo da Luffa cylindrica com
o glutaraldeido e com o extrato bruto, este tratamento dificultou a adsor¢cdo do EE2 por
estereoimpedimento. Assim, os valores de remocdo por degradacdo foram inferiores aos
valores de remocao por adsorcdo, provavelmente pela quantidade de enzima retida no suporte.

Ressalta-se ainda que ao dobrar a quantidade de Luffa cylindrica (teste 2) houve
significativa melhora no processo de remocao, tanto para os controles como para as enzimas
imobilizadas. Em 24 horas de ensaio a adsorcdo pelo controle teve acréscimo de 2,20 %,
enguanto para a enzima imobilizada este valor alcancou 15,02%.

Os testes no biorreator apresentaram dois inconvenientes; a formagao de espuma e
a flutuacdo das fibras de Luffa cylindrica, dificultando o contato destas com o meio reacional.

Wang et al (2012) ao utilizar um reator de leito fluidizado para degradar
compostos fenodlicos com lacase imobilizada em silica, conseguiu 100% de remogdo apos 3
horas de operagdo. Lloret et al (2012) conseguiu 92% de remocdo do EE2 apds 10 dias de
tratamento em um reator com lacase imobilizada em Eupergit® C. os resultados encontrados
neste trabalho foram melhores do que os resultados obtidos por Lloret et al. (2012), pois

apesar destes autores terem alcangado melhor porcentagem de degradacdo em relagdo a este
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trabalho, ele demandaram por maior tempo (10 dias), fato ndo desejdvel em processo de
tratamento de &gua e efluentes.

Portanto, o método de imobilizagcdo e o suporte escolhido podem influenciar na
remocao do EE2 quando o processo for realizado em biorreatores. Quanto mais inerte for o
suporte, menores serdo as reagdes fisicas ocorridas entre este e 0 meio reacional, e melhor

sera a atuacdo da enzima que foi imobilizada.
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7. CONCLUSOES E SUGESTOES
7.1. Conclusoes

As caracteristicas apresentadas pela lacase produzidas pelo fungo Pleurotus
ostreatus utilizando os meios BD e BDM frente a variagdo de pH e temperatura , tanto na
forma livre quanto na forma imobilizada, mostraram que estas podem ser utilizadas em
processos cujo meio reacional seja acido. No entanto, apresentam o inconveniente de ndo
suportar temperaturas superiores a 50 °C.

O processo de imobilizacdo possibilitou a retencdo de 46,45% de proteinas do
extrato bruto obtido com o meio BD e 56,97% do extrato bruto obtido pelo meio BDM,
evidenciando que o processo de imobilizag&o da lacase em fibras de Luffa cylindrica necessita
ser melhor estudado e otimizado para se aumentar a concentracdo de proteinas retida no
suporte.

As condicbes 6timas obtidas para o processo de imobilizagdo foram: concentracéo
de glutaraldeido de 2% e rea¢do com o suporte de 1 hora sob agitacdo (120 rpm); secagem da
bucha antes da reacdo com glutaraldeido; tempo de 24 horas de imobilizacdo. O processo de
imobilizacdo reteve 46,45% de proteinas do extrato bruto do meio BD e 56,97% do meio
BDM.

Apesar da lacase obtida no meio BD ter apresentado superioridade em atividade
enzimatica em relagdo a lacase obtida no meio BDM, quando analisada a estabilidade térmica
em temperaturas proximas a 60 e 70 °C, os valores da atividade enzimatica ndo foram
satisfatorios. Portanto, se faz necessario melhorar a estabilidade térmica desta enzima para seu
uso em processos continuos devido a perda significativa de atividade em temperaturas
elevadas.

A lacase do meio BD mostrou maior estabilidade de armazenamento em relacéo a
enzima do meio BDM, porém esta estabilidade necessita ser melhorada, visto que ndo houve
grande perda de atividade em 30 dias de armazenamento. Pode-se inferir que enzimas
existiam enzimas ndo imobilizadas covalentemente e estas foram incorporadas a solucdo de
armazenamento.

A remediacéo realizada nos erlenmeyers mostrou que a lacase, tanto livre quanto
imobilizada, possui grande potencial de ser utilizada na remoc¢éo de EE2, pois em 8 horas de
ensaio se alcangou remocéo de 79,22% pela lacase livre e 75,00% pela lacase imobilizada do

composto em questéo.
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Na remediacdo realizada no reator a adsor¢do se mostrou mais eficaz na remogao
de EE2 comparada a degradacédo, no entanto é preferivel optar pelo processo de degradagéo
do composto, pois assim este serd eliminado do meio e ndo transferido de ambiente. O
processo de imobilizacdo ndo foi otimizado necessitando de melhores estudos para o preparo

do suporte e para a imobilizacdo da enzima.
7.2.  Sugestoes

Promover melhor preparo do suporte para diminuicdo da hidrofilidade da Luffa
cylindrica e, consequentemente, aperfeicoar o processo de imobilizagdo da lacase. A
diminuicdo da hidrofilidade podera ser realizada pela acetilacdo do suporte e a reacdo deste
com aminoacidos. Estas acdes poderdo diminuir a adsor¢do para que ocorra maior indice de
degradacéo do EE2.

Realizar testes com diferentes concentragdes de extrato bruto para que se encontre
a concentracdo 6tima promovendo a incorporacdo de um quantitativo maior de enzimas ao
glutaraldeido.

Otimizar o processo de degradacdo do EE2 no reator de leito fluidizado, visando
solucionar os problemas de formacdo de espuma e flutuacdo da Luffa cylindrica; se
estabelecendo a vazdo Otima, pressdo Otima, melhor temperatura, melhor concentracdo de
EE2 e de enzimas imobilizadas.

Avaliar a toxicidade da solugdo de EE2 apds o tratamento.
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ANEXOS

Anexo 1 - Valores estatisticos de Fc e p para a variacdo de pH nos ensaios realizados com os meios BD e BDM.

Meio BD Meio BDM

Enzima Livre

Varlz?_?o do Valor de Fc Valor de p Valor de Fc Valor de p
ABTS 13,98 <0,0001 11,47 <0,0001
Guaiacol 20,08 <0,0001 22,62 <0,0001

Seringaldazina 6,87 <0,0001 6,14 0,0004

Enzima Imobilizada

Va”;ﬁo oo Valor de Fc Valor de p Valor de Fc Valor de p
ABTS 11,48 <0,0001 15,561 <0,0001
Guaiacol 3,68 <0,0001 3,21 0,0431

Seringaldazina 8,71 0,0008 13,07 <0,0001

Anexo 2 - Valores estatisticos de Fc e p para a varia¢do da temperatura nos ensaios realizados com os meios BD
e BDM.

Meio BD Meio BDM
VTR € Valor de Fc Valor de p Valor de Fc Valor de p
temperatura
Enzima Livre 40,22 <0,0001 78,48 <0,0001
ST 30,98 <0,0001 124,30 <0,0001
Imobilizada

Anexo 3 - Valores estatisticos de Fc e p para as condi¢bes de imobilizacao.

Condicoes de imobilizagéo

Valor de Fc Valor de p
Tratamento com 11,77 0,0007
glutaraldeido
Concentrag'c}o do 11,79 0,0003
glutaraldeido
Secagem da bucha 12,78 0,0030

Tempo de imobilizacao 50,117 <0,0001




Anexo 4 - Valores estatisticos de Fc e p para a variagdo do pH no processo de remediagao.
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Remediagao
Variagédo do pH Valor de Fc Valor de p
Enzima Livre 8,27 0,0078
Enzima imobilizada 7,82 0,0092

Anexo 5 - Valores estatisticos de Fc e p para a variagdo do tempo no processo de remediagdo.

Remediacao
Meio BD Meio BDM
Va[(ia?:];ig do Valor de Fc Valor de p Valor de Fc Valor de p
Enzima Livre 4,298 0,1068 3,795 0,1232
Enzima 3,045 0,1559 1,923 0,2378

Imobilizada




