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Resumo

Este trabalho avaliou a producgéo de lacase por Pleurotus ostreatus utilizando casca de
arroz suplementada com farelo de soja como substrato. A maxima producdo da enzima
atingiu 3,1 Ul/g de substrato aos 15 dias de cultivo. A enzima produzida foi imobilizada
por trés técnicas diferentes: aprisionamento, adsor¢do e ligacdo covalente. A
imobilizagéo por ligagdo covalente mostrou-se a mais eficiente e foi utilizada para
ensaios de descoloracdo dos corantes Verde Malaquita e Azure B. Os testes de
descoloragéo levaram em conta os processos de adsor¢do do corante ao suporte e a
influéncia do mediador ABTS no rendimento de descoloracdo. O sistema redox enzima-
ABTS proporcionou 92% de descoloracdo em 12 h do Verde de Malaquita. J& a
descoloracdo do Azure B foi em grande parte devido ao processo de adsorcao fisica ao
suporte. O teste de descoloracdo do Verde Malaquita em reator de 2 L proporcionou
descoloracdo maxima de 90%.
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1 Introducédo

A industria téxtil convencional é uma das maiores poluentes ambientais,
principalmente dos ecossistemas aquaticos (Bazin et al., 2012; Hossain et al., 2018). Os
efluentes téxteis sdo misturas complexas de corantes nédo utilizados ou néo fixados,
incluindo metais pesados carcinogénicos (Bazin et al., 2012; Choudhury, 2017).

No intuito de solucionar esta problematica e o efeito de corantes sintéticos no meio
ambiente, pesquisadores como Wong et al. (2017) utilizaram o carvao ativado para a
adsorcéo dos corantes Azul de Metileno e Reactive Black 5, obtendo valores de
adsorcao de 24 e 27%, respectivamente. Ja Rangabhashiyam et al. (2018) ao
empregarem madeira de Carica papaya como agente adsorvente, atingiram taxas de
adsorcao de 87 e 90% para Azul de Metileno e Verde Malaquita, respectivamente.

Os sistemas anteriores se limitam a processos de adsorcao, sem a descoloracéo do
corante. Outro caminho é a utilizagao de sistemas reativos empregando enzimas. Por
exemplo, Ling et al. (2015) utilizando a lacase de Trametes sp. LAC-01 na presenca de
ABTS alcancaram descoloracdo de 65 e 76% para o Azul de Bromotimol e Verde
Malaquita, respectivamente. No entanto, Wang et al. (2017) reportaram descoloragdes
um pouco mais altas ao utilizarem lacase de Cerrena unicolor GSM-01, também na
presenca de ABTS, 85 e 86% para o Azul de Bromotimol e Verde Malaquita,
respectivamente. Neste sentido, é evidente a correlacdo entre a fonte da enzima lacase e
seu potencial redox na descoloracédo de corantes.

A efetividade das enzimas livres na descoloracdo de efluentes téxteis foi
demonstrada anteriormente. Ao contrario do uso de enzimas livres, a imobilizacéo
permite o reuso e estabiliza¢do das enzimas (Champagne e Ramsay, 2010). Diversas
pesquisas sobre descoloragéo e detoxificagdo de corantes utilizando lacase imobilizada

ja foram reportados na literatura. Le et al. (2016) ao aplicarem em efluentes reais a
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lacase de Trametes versicolor imobilizada conseguiram atingir uma descoloragéo de 76
e 90% para 0 Ramozol Brilliant Blue R e para o Triclosan, respectivamente. J&
Champagne e Ramsay (2010), ao empregarem a lacase imobilizada, produzida pelo
mesmo microrganismo, observaram um aumento da descoloragdo em relagdo a enzima
livre de 146% para o corante Acid Blue 74. Da mesma forma, Osmar et al. (2010) ao
utilizarem lacase de Trametes pubescens imobilizada em pellets de alumina, obtiveram
a descoloracéo total do corante Reactive Black 5 em 36h.

A producéo de enzimas ainda é um processo de alto custo. No entanto, 0s gastos
com matéria prima podem ser reduzidos ao se utilizar subprodutos agroindustriais
como substrato. O Brasil é um grande produtor agricola e, consequentemente, existe
um vasto excedente de biomassa como bagaco de cana-de-agUcar, casca de arroz e
farelo de soja. Todavia, recentemente torna-se cada vez mais comum a utilizagdo destes
subprodutos agroindustriais para a obtencao de produtos de alto valor agregado, como
enzimas (Canilha et al., 2012; Neethu et al., 2015; Panesar et al., 2016)

Isto posto, decidiu-se analisar a produgéo da enzima lacase pelo fungo Pleurotus
ostreatus utilizando casca de arroz suplementada com farelo de soja como substrato.
Além disso, avaliou-se a efetividade da enzima quando imobilizada em alginato de
cobre na descoloracdo dos corantes Verde Malaquita e Azure B. Foram alcancadas
descolorac@es de até 92% no sistema lacase imobilizada/ABTS. Deste modo, 0
presente trabalho visa oferecer uma nova solucgéo ao tratamento de efluentes

prejudiciais ao meio ambiente.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais
Alginato de sodio, sulfato de célcio, epicloridrina, Azure B, Verde Malaquita e

ABTS adquiridos na Sigma-Aldrich.

2.2 Microrganismo

O fungo Pleurotus ostreatus foi obtido da colecdo de culturas da Embrapa
(Brasilia - http://plataformarg.cenargen.embrapa.br/rede-microbiana/colecoes-de-
culturas). O microrganismo foi cultivado a 30°C em meio BDA (Batata-Dextrose-

Agar) a 2% (m/v) por 7 dias, estocado a 4°C e repicado a cada 90 dias.

2.3 Substrato solido

Como substrato solido para o cultivo do P. ostreatus foi utilizado casca de arroz
(CA) (obtida junto a uma usina de beneficiamento de arroz localizada na cidade de
Canas, SP). A CA foi imersa em agua por 12 h e em seguida filtrada em peneira.
Secou-se a CA em estufa a 60°C até a reducdo da umidade para 60 a 70%.
Posteriormente utilizou-se farelo de soja (FS) (cedido por um comerciante local da
cidade de Lorena-SP) para suplementar a CA na proporc¢éo de 90:10 (CA:FS). A
umidade do substrato foi ajustada para 65% com agua destilada. Distribuiu-se 350 g do
substrato em sacos de polipropileno de 15 cm x 25 cm. Introduziu-se um tubo Falcon
de 15 mL no centro de cada saco para criar o canal de inoculagdo. Os sacos foram
vedados com auxilio de um anel concéntrico de PVC (@ = 6 cm, espessura 2 mm, h =
1,5 cm), folha de papel manteiga (12 cm x 12 cm), sobreposta com folha de papel
aluminio de mesmas dimensdes, e fechados com eléstico de latex. Posteriormente os

sacos foram esterilizados por 1 h a 120°C/1 atm (duas vezes com um intervalo de 24h).
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Apos resfriamento dos sacos, em ambiente estéril, retirou-se o tubo Falcon e inoculou-
se 10 discos-agar (@ = 7 mm) do fungo crescido em placa de Petri. Os sacos,

novamente vedados, foram incubados a 30°C por 8, 15 e 20 dias.

2.4 Extra¢io da enzima

Com 8, 15 e 20 dias de cultivo, realizou-se a extracdo enzimatica. Foram utilizados
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 20 g de massa seca do substrato cultivado e
homogeneizado acrescido de 150 mL de tampéo citrato-fosfato pH 3,0 a 50 mM
(tampéo A). Os frascos foram fechados com folha de papel aluminio e incubados em
shaker sob agitacdo de 120 rpm a 25°C por 1 hora. Ao término do processo, 0 extrato
foi separado do substrato por filtragdo em gaze. O extrato bruto foi posteriormente
centrifugado a 3000 rpm, 25°C por 10 min. Parte do sobrenadante foi congelado e a
outra fragéo foi concentrada de 300 mL para 160 mL por liofilizagdo durante 14 h. Por
fim, os extratos brutos ndo concentrado e concentrado foram mantidos sob refrigeracéo

a4°C.

2.5 Preparo do suporte

O suporte de imobilizacdo da enzima lacase foi preparado a partir de uma solucéao
de 1,25% (m/v) de alginato de sodio em &gua destilada, utilizando agitador magnético
para completa solubilizacdo. A solucédo de alginato foi deixada em repouso por 20 min e
entdo gotejada manualmente com seringa sobre uma solugéo de sulfato de cobre (0,2 M)
sob baixa agitacdo. Utilizou-se uma agulha de 0,45 mm de diametro por 13 mm de
comprimento (26G1/2”). Ao término do gotejamento, o sistema foi mantido em repouso
por 30 min para o enrijecimento das esferas. As esferas formadas foram separadas da

solucéo de CuSOg por filtragdo em papel de filtro e lavadas com agua destilada.
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Posteriormente foram armazenadas a 4°C em tampéo citrato-fosfato pH 3,0 50 mM

(Thakur et al., 2015).

2.6 Imobiliza¢do por aprisionamento

Para a imobilizacéo por aprisionamento foi repetido o processo do item 2.5. No
entanto, antes do gotejamento foi adicionado a solucdo de alginato de sodio o extrato
bruto da enzima. As esferas foram submetidas a analise de atividade enzimatica (item
2.9) e determinacao do rendimento de imobilizacdo (item 2.10). Estas andlises foram

repetidas para os préximos procedimentos de imobilizacao.

2.7 Imobilizacdo por adsorc¢io
Para a imobilizacéo por adsorc¢do as esferas preparadas de acordo com o item 2.5
foram lavadas. Retirou-se o excesso de &gua com papel absorvente. Posteriormente as

esferas foram imersas no extrato bruto enzimatico por 12 h sob refrigeracédo (4°C).

2.8 Imobilizacao por ligacio covalente

As esferas utilizadas na imobilizacdo covalente foram preparadas conforme o item
2.5. Posteriormente tratou-se as esferas com epicloridrina (ECH). A solucdo de ECH
foi preparada a 1,5% (v/v) por diluicdo em agua destilada. Em capela de exaustao
imergiu-se as esferas na solucdo de epicloridrina, na proporcao 1:10 (m/v) por 1 h.
Posteriormente, as esferas ativadas foram lavadas trés vezes com agua destilada e
armazenadas em tampdo A sob refrigeracdo (4°C). Para a imobilizacdo, removeu-se 0
excesso de tampdo das esferas com papel absorvente, em seguida estas foram imersas

no extrato concentrado sob refrigeracéo por 12 h.
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2.9 Determinacio da atividade enzimatica da lacase livre e imobilizada

O ABTS (&cido-2,2’-azinobis-3-benzotiazolina-sulfénico) foi utilizado para
determinar a atividade da enzima lacase livre e imobilizada. Para a enzima livre, a
mistura reacional consistiu-se de 400 puL de tampao A, 100 pL de ABTS (€420=36.000
M1.cm™) 1,0 mM e 500 pL de extrato enzimatico bruto (Niku-Paavola et al., 1988).

Os ensaios com a enzima imobilizada no suporte foram realizados em béquer
contendo 9 mL de tampédo A, 1 mL de ABTS 1,0 mM e 1,03 g de massa das esferas de
alginato de cobre com a enzima imobilizada. A reacdo foi conduzida sob agitagéo
suave durante 30 min, com coleta das amostras a cada 1 minuto para leitura
espectrofotométrica. Em ambos os testes, a oxidacdo do ABTS foi acompanhada em
espectrofotdbmetro a 420 nm. Todos 0s ensaios enzimaticos foram realizados a
temperatura ambiente. Definiu-se uma unidade (UI) como a oxidagdo de 1 umol de
ABTS por min. A atividade da enzima imobilizada foi definida como Ul por grama de

suporte (Ul/g).

2.10 Determinac¢io do rendimento de imobilizacio
O rendimento de imobilizacgdo foi calculado a partir da relacéo entre a atividade
enzimatica do extrato bruto concentrado e a atividade enzimética deste apds 14 h de

imersdo das esferas de alginato de cobre (Eqg. A.1).

2.11 Descoloracio de corantes

Os ensaios de descoloragdo foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL
tampados com folha de aluminio contendo 10 mL de solucéo de corante e 1,03 g das
esferas de alginato de cobre. As esferas foram previamente pesadas em tubos de ensaio

e conservadas em 1,5 mL de tampédo A. O excesso de tampdo das esferas foi removido
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com papel absorvente antes de cada teste. Realizou-se os ensaios de descoloracdo com
0s corantes na concentracao de 10 e 15 mg/L em &gua destilada, para o Azure B e o
Verde Malaquita, respectivamente. O processo de descoloracdo foi conduzido a 25°C
sob agitacdo de 50 rpm por 12 h. Foi realizada leitura espectrofotométrica em cubeta de
plastico a cada 2 h e devolugéo do volume analisado. Utilizou-se agua destilada como
branco das amostras. Para analise da influéncia do mediador ABTS na descoloragéo,
foram preparadas solugdes de corantes contendo 9,9 uM e 14,8 uM de ABTS.

Na descoloracdo de ambos os corantes foram testados dois controles: esferas de
alginato de cobre puras (Branco para Azure B (BA) e Branco para Verde de malaquita
(BV)) e esferas de alginato de cobre tratadas com ECH (Branco com ECH para Azure
B (BEA) e para Verde de Malaquita (BEV)). Para os ensaios, foram preparadas
amostras usando a enzima imobilizada (EI.A/EL.V), enzima imobilizada com 9,9 uM
de ABTS (Enzima imobilizada com mediador 1 (EIM1.A/EIM1.V)) e enzima
imobilizada com 14,8 pM de ABTS (Enzima imobilizada com mediador 2
(EIM2.A/EIM2.V)).

Para analise do processo de descoloracao foi determinado o comprimento de onda
de méxima absorbancia de cada corante pela varredura do espectro UV-VIS de 300 a
700 nm. Obteve-se 0s valores maximos em 620 nm para o Verde Malaquita e 650 nm
para 0 Azure B, sendo estes valores utilizados para a determina¢do da concentracao dos
corantes durante a descoloracao.

Ao final dos ensaios, as esferas foram coletadas e lavadas com agua destilada. Foi
realizada nova atividade enzimatica para determinagéo da atividade residual das

enzimas imobilizadas.
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2.12 Porcentagem de descoloracio
Determinou-se a percentagem de descoloracéo dos corantes utilizando a equacao 2 (Eq.

A2)

2.13 Descoloracio em reator tipo cesto

Um reator tipo cesto encamisado com volume de 2 L foi utilizado para o ensaio de
descoloracdo. Utilizou-se 1 L de solugéo do corante Verde Malaquita (45 mg/L), 24 g
de enzima imobilizada covalentemente (aprisionadas em cesto) e 15 mL de ABTS (1,0
mM). Apds 24 h de reacgdo, adicionou-se mais 15 mL de ABTS 1,0 mM. O processo foi
conduzido a 25°C sob agitacdo magnética. Foram realizadas leituras da absorbancia a
cada 2 h durante as primeiras 24 h, e depois a cada 24 h, concluindo o ensaio em 96 h.
Assim como nos ensaios em menor escala, o volume analisado foi devolvido para o

reator apos leitura espectrofotométrica.

2.14 Analise estatistica

Foi aplicada a Anélise de Variancia (ANOVA) mediante o uso do software
estatistico R v3.4.4. Por meio do procedimento de Tukey, identificou-se dois grupos
homogéneos, posteriormente foi feita uma comparacdo de médias para determinar
quais testes eram diferentes entre si. VValores de p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.

2.15 Modelagem do experimento

Ap0s a identificacdo dos grupos homogéneos, selecionou-se o teste que possuia a
maior eficiéncia de descoloracéo. Foi analisada a interacdo das variaveis tempo e
absorbéancia apos as 12 h de ensaio mediante o uso do software estatistico Statgraphics

Centurion XVL.II. Foi considerado um modelo linear com ajuste de logaritmo natural.

10
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3 Resultados e discussao
3.1 Producio enzimaitica

A utilizacdo de subprodutos agroindustriais além de ser sustentavel, possibilita a
reducdo dos custos com matéria prima. Consequentemente, o presente trabalho buscou
avaliar o uso da casca de arroz suplementada com farelo de soja como substrato para a
producdo da enzima lacase pelo o fungo P. ostreatus. O tempo de cultivo analisado foi
de 8 a 20 dias. Em 15 dias de cultivo foi alcangada a maior atividade enzimética (3,1 +
0,3 Ul/g). Tempos mais curtos ou mais longos de cultivo resultaram em menores
atividades (2,0 £ 0,1 Ul/ge 2,8 £ 0,2 Ul/g aos 8 e 20 dias, respectivamente). Das et al.
(2016) reportaram que a lacase produzida pelo fungo P. ostreatus MTCC 142 alcangou
atividade de 0,35 + 0,02 Ul/g utilizando como substrato palha de arroz e casca de milho
na proporgao 1:1. O presente trabalho mostra resultados consideravelmente mais altos
que os obtidos por Das et al. (2016). Estes autores reportam que pode ocorrer variagoes
na producdo da enzima dependendo do substrato e suplementacéo utilizados. Além
disso, Bettin et al. (2009) reportam que fontes de nitrogénio sdo indutores na producéo

da enzima lacase.

3.2 Escolha do suporte

Como ja relatado por Teerapatsakul et al. (2008), o uso de agentes cross-linking
como CaCly, CuSO4 e AICIz aumentam a estabilidade da enzima. Além disso, Palmieri
et al. (1994) reportaram gue no caso da lacase, por ser uma cuproproteina, o uso do
sulfato de cobre atua tanto na estabilizacdo da enzima devido aos ions cobre, quanto na
solidificacdo do suporte. Deste modo, o presente trabalho optou pelo uso de CuSO4
como agente solidificador do alginato, as esferas produzidas possuiam 3 mm de

didametro e apresentaram um formato regular e aspecto rugoso.

11
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3.3 Técnicas de imobilizacdo para a Lacase

Foi avaliada a técnica de imobilizac&o por aprisionamento, porém a enzima
imobilizada néo apresentou atividade. Teerapatsakul et al. (2008) utilizando
metodologia similar em um processo automatizado obteve éxito na imobilizacdo da
enzima lacase ativa. O longo periodo requerido para a imobilizagdo manual no presente
trabalho pode ter levado a desnaturacdo da enzima.

Na Tabela 1 pode-se observar as diferencas entre duas técnicas de imobilizacao:
Adsorcdo fisica e Ligacdo covalente. A imobiliza¢do por adsor¢do apresentou alto
rendimento de imobilizacdo e atividade de 31,63 Ul/g. No entanto, mesmo apos a
retirada do suporte, 0 ABTS do meio reacional de teste continuou sendo oxidado. Este
fato indica que a enzima foi lixiviada do suporte para 0 meio. No trabalho de
imobilizacdo da lacase em alginato de cobre, Palmieri et al. (1994) ndo observaram a
oxidacdo do substrato apos retirada das esferas. A ideia da imobilizacdo € a recuperagdo
das enzimas para sua utilizacdo em uma nova reacdo, no entanto se o desprendimento
enzimatico € alto no primeiro uso, grande parte das enzimas ndo sera recuperada.

Optou-se por testar a imobilizacao por ligagéo covalente utilizando ECH como
funcionalizador do suporte. Segundo Nishad et al. (2017), quanto maior a concentragéo
de epicloridrina utilizada na funcionalizacdo do suporte, mais grupos epoxidos serdo
adicionados a superficie das esferas e maior sera o rendimento da imobilizacdo. Em seu
trabalho de Bayramoglu et al. (2010) utilizam concentracdo de 2% de ECH para
imobilizar a enzima lacase em esferas de quitosana. No entanto, lype et al. (2017)
afirmam que a epicloridrina pode afetar a atividade enzimatica. Dessa forma, o presente
trabalho optou por utilizar a concentragdo de 1,5%. O rendimento de imobilizacé&o foi

menor em relagdo a técnica de adsorgdo fisica, no entanto o desprendimento de lacases

12
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foi baixo. Portanto a técnica de imobilizacéo por ligagdo covalente foi utilizada nas
proximas etapas deste trabalho.

Conforme descrito no item 2.9, foram realizados trés testes de atividade
enzimatica consecutivos para avaliar a viabilidade de reutilizacdo do suporte. Apds cada
ensaio as esferas foram lavadas com &gua destilada e depois utilizadas no teste seguinte.
Os valores obtidos para os testes 1, 2 e 3 foram 41,8 Ul/g, 25,2 Ul/g e 21,1 Ul/g,
respectivamente. Observa-se uma reducdo de 40% entres o0s ensaios 1 e 2. No entanto,

entre 0 ensaio 2 e 3 esta diferencga foi de 16%.

3.4 Teste de descoloracio de 12 h

Observa-se (Figura 1) que ao se utilizar o suporte sem a presenca de enzima, a
descoloragcdo maxima atingida para o Verde Malaquita foi de 23% alcangada em apenas
2 h, apo6s este tempo o valor se manteve constante. O suporte funcionalizado com
epicloridrina apresentou 0 mesmo comportamento, porém atingiu 40% de descolorac&o.
A utilizacdo da enzima imobilizada levou a uma descoloracéo de apenas 29%, também
em duas h, se mantendo constante até o fim do teste. Na presenca do mediador ABTS
em duas diferentes concentracdes (9,9 UM e ABTS 14,8 uM) observa-se um aumento
significativo na descoloracdo, chegando a 92% para ambos. Desta forma verifica-se que
a enzima imobilizada na presenca de ABTS (9,9 uM) foi responsavel pela descoloracédo
de 52% do Verde Malaquita, pois cerca de 40% foi adsorvido no suporte. Das et al.
(2016) obtiveram uma descoloracdo de 37% do corante Vermelho Congo ao utilizar
lacase (produzida por P. Ostreatus) de forma livre. Ling et al. (2015) alcangaram uma
descoloracdo do Verde Malaquita de 70% em 12 h utilizando a lacase também de forma
livre (produzida por Trametes sanguinea). Teerapatsakul et al. (2017) constataram

descoloragio maxima de 82% para Verde Malaquita e de 100% para o corante indigo
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Carmine utilizando lacase (produzida por Ganoderma sp.) imobilizada em alginato de
cobre. No entanto, ao contrario do que se observou neste trabalho, os autores relatam
que ndo houve adsorcdo significativa do corante nas esferas. Para o corante Azure B
obteve-se a maior descoloracdo (80%) para a esfera tratada com ECH sem enzimas. A
enzima imobilizada apresentou uma descoloracdo similar (79%). Enquanto que, na
presenca do mediador ABTS, a descoloragdo foi ligeiramente reduzida (76%). Apds 4 h
de ensaio a descoloracdo permaneceu praticamente constante para todos os ensaios.
Desta forma, nota-se que a enzima foi ineficiente na descoloragéo do Azure B e que a
adsorcdo pelo suporte é responsavel pela descoloragdo. Ling et al. (2015) utilizaram
lacase de forma livre e constataram 0% de descoloragdo do Azure B em 4 h. No tempo
maximo de ensaio (24 h) alcangou-se apenas 8% de descoloracdo. Segundo Claus et al.
(2002) a maior parte das lacases, mesmo estando ativas, ndo degradam o Azure B
devido a estrutura deste corante. Arantes e Milagres (2007) também reportaram a
ineficiéncia da lacase na descoloracdo do Azure B, porém quando realizaram um
tratamento com outras enzimas na presenca de Fe*3 e H,0, seguido pelo uso da lacase,
esta degradou 40% do corante. Deste modo, observa-se que lacases produzidas por
diferentes tipos de fungos néo sao eficientes na descoloracdo do Azure B quando
utilizadas de forma isolada.

Realizou-se a analise estatistica do processo utilizando diagrama de caixas. As
médias da absorbancia dos testes EIM1.V e EIM2.V (Enzima imobilizada + ABTS 9,9
UM e Enzima imobilizada + ABTS 14,8 uM, respectivamente) estdo localizadas abaixo
de 0,6. Além disso, 75% dos valores destes ensaios sdo menores que o valor minimo
dos testes BV, BEV e EL.V. As maiores eficiéncias de descoloragdo, obtidas nos testes
EIM1.V e EIM2.V, podem ser explicadas devido a presenca do mediador ABTS. Desta

forma, ressalta-se a formacé&o de dois grupos homogéneos, o primeiro grupo, constituido
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por BV, BEV e EL.V e 0 segundo por EIM1.V e EIM2.V. Neste ensaio a faixa média de
acao do primeiro grupo foi 30%, enquanto do segundo foi 92%. Isto permite observar a
velocidade de reacéo e a eficiéncia da descoloragdo do segundo grupo em relacéo ao
primeiro. Balan et al. (2012) constatou que a presenca do mediador HBT aumentou a
descoloracdo do Verde Malaquita, obtendo um valor méximo de 96%. Desta forma,
observa-se que o uso de mediadores como ABTS e HBT intensificam a capacidade da
lacase em atacar os anéis aromaticos de compostos com alto potencial redox (Sun et al.,
2016).

Para todos os testes com 24h de ensaio em Erlenmeyers observou-se
intumescimento das esferas, algumas romperam-se e aumentaram a turbidez do meio,
impossibilitando a analise da descoloracdo por medida de absorbancia. Nishad et al.
(2017) apontam o tratamento com epicloridrina como causa do intumescimento do
suporte. Consequentemente foi realizada uma modelagem do processo para prever a

descoloragdo ap6s 12 h.

3.5 Modelagem do processo de descoloracio

A Figura 2 apresenta 0 modelo matematico com tendéncia linear ajustado com
logaritmo natural. Este modelo descreve o comportamento do teste EIM1.V (Enzima
imobilizada + ABTS 9,9 uM) de acordo com as condi¢Ges experimentais utilizadas e
simula o possivel comportamento ap6s 12 h de ensaio. As linhas vermelhas indicam os
limites superiores e inferiores com 95% de confianga. Este modelo desconsidera a
turbidez que poderia ocorrer no processo devido a quebra das esferas, possibilitando
observar a descoloracdo real do corante. Por conseguinte, 0 modelo prevé que em 36 h
de ensaio o valor da absorbancia seria menor que 0,01, o que corresponde a 99,9% de

descoloragéo. Desta forma observa-se que este seria um processo eficiente.
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3.6 Descoloraciao em reator tipo cesto

Devido aos resultados da projecdo estatistica decidiu-se aumentar a escala para
um reator tipo cesto. Na Figura 3 pode-se observar que a descoloragdo nas primeiras 8 h
foi répida, apos este periodo a velocidade de descoloragdo foi reduzida. No entanto, no
tempo de 24 h suplementou-se o volume com 15 mL de ABTS (1 mM), levando a um
aumento na velocidade de descoloragdo. Em 96 h atingiu-se a descoloragdo maxima
(90%). Como as esferas estavam confinadas o compartimento limitou a quantidade a ser
utilizada. No entanto, este confinamento evitou a quebra e intumescimento das esferas,
mesmo apos 96 h de ensaio. Além disso foi observada adsor¢do do corante nas paredes
e fundo do reator. Os resultados obtidos nesta etapa ndo alcangaram o valor estimado
pelo modelo matematico. No entanto, como ndo houve quebra das esferas o processo foi

mais eficiente em relagéo aos testes realizados em frascos Erlenmeyers.

4 Conclusoes

A producéo da enzima lacase por P. ostreatus utilizando casca de arroz
suplementada com farelo de soja como substrato mostrou-se viavel. Ja a imobilizagédo
da enzima lacase foi mais eficiente no suporte funcionalizado com epicloridrina. Nos
ensaios de descoloracédo, apenas 0 mecanismo redox enzima-mediador foi capaz de
descolorir o corante Verde Malaquita, atingindo um valor maximo de 92%. No entanto,
a descoloracdo do Azure B foi majoritariamente por adsorc¢éo fisica ao suporte. O teste
realizado em reator proporcionou 90% de descoloragdo do Verde Malaquita,

evidenciando assim a possibilidade de ampliacdo de escala no tratamento de corantes.
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1N (%) = [(Uo-Us)/Us]*100 Eq. (A.1)
Onde:
1 (%) = rendimento de imobilizagéo

U, = Atividade enzimética do extrato antes da imobilizagdo

Ur = Atividade enzimética do extrato ap6s imobilizacéo

D (%)= [(Ao-Ar)/As]*100 Eq. (A.2)

Onde:

D (%) = Porcentagem de descoloragéo
Ao = Absorbancia do corante no tempo zero

As = Absorbéancia lida nos tempos de ensaio

20



100
90 — g — e
20 ~O— Enzima imobilizada + ABTS 14,8 uM
= Enzima imobilizada + ABTS 9,9 uM
—— Suporte ECH sem enzima
70 - w- Enzima imobilizada
4 Suporte sem enzima
9 60
=
'S 50
£
S
E .
2 404 — -
2 o =
30 4 T .
0 V& vy
204 4 // = ——#
10 / _/;,‘l
0 T T T T T
0 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 1. Descoloracdo do corante Verde Malaquita (45 mg/L) em 12 h

NOTA: O desvio padrdo por ser menor que 5% nédo pode ser observado no gréfico.
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Figura 3 Ensaio de descoloracdo do corante Verde Malaquita
(45 mg/L) em reator tipo cesto contendo a enzima imobilizada
em esferas de alginato de cobre tratadas com ECH, com
volume inicial de 15 ml de ABTS 1 mM. No tempo de 24 h
foi feita nova adicdo de de 15 ml de ABTS 1 mM.
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Tabela 1. Comparacéo entre duas técnicas de imobilizacdo da enzima lacase utilizando como suporte alginato de cobre 1,25% (m/v).

Técnica de Extrato enzimatico Atividade enzimética Desprendimento da Rendimento da
imobilizacdo bruto da lacase imobilizada enzima do suporte imobilizacao
(Ullg)*
Adsorcao fisica Né&o liofilizado 31,63 Alto 73,06
Ligacdo covalente Liofilizado 52,91 Baixa 38,24
(ECH)

*Atividade da enzima por massa de suporte
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Highlights:

A producdo de Lacase por P. ostreatus € possivel utilizando casca de arroz
suplementada com farelo de soja como substrato.

A imobilizagao por ligagdo covalente melhora a adeséo da enzima ao suporte.

A enzima lacase imobilizada possibilita a descoloracdo do corante Verde Malaquita.
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