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Produgao e imobilizacao da enzima lacase em diferentes
suportes

Production and immobilization of the laccase enzyme in
different supports

RESUMO

A imobilizagdo da enzima lacase, surge como uma alternativa promissora, uma vez que a
imobilizagdo pode aumentar a estabilidade e vida util da enzima, facilitar a separagdo entre
produto e catalisador, possibilitando a reutilizagdo e reduzindo os custos do processo. O
presente trabalho buscou mostrar os resultados da producdo da lacase a partir do fungo
Trametes villosa em meio semi-sélido com residuos agroindustriais e sua imobilizagcdo em
suporte de alginato de sddio com adi¢do de calcio e cobre e na formacdo de agregados com
ligagdes cruzadas com microparticulas de ferro (MCLEAS). A produgdo de lacase nas
condigBes testadas mostrou resultados expressivos, chegando a atividades de até 16.703
U/L. As duas técnicas de imobilizacdo apresentaram resultados significativos de
porcentagem de imobilizagdo, resultando em 100% para os MCLEAS e 97,5% para a
imobilizacdo com suporte de alginato. As porcentagens de recuperacdo de atividade
enzimatica dos imobilizados foram de 18% para os MCLEAS e 4% para a imobilizagdo com
suporte de alginato. A producdo e imobilizacdo da enzima lacase apresentaram resultados
satisfatorios, ambas as técnicas de imobilizacdo devem ser otimizadas e continuar sendo
estudadas em razdo de suas vantagens e possiveis aplicagdes.

PALAVRAS-CHAVE: Lacase. Imobilizagdo. Suportes.
ABSTRACT

The immobilization of the laccase enzyme appears as a promising alternative, since
immobilization can increase the stability and useful life of the enzyme, facilitate the
separation between product and catalyst, enabling reuse and reducing process costs. The
present work sought to show the results of the production of the laccase from the fungus
Trametes villosa in a semi-solid medium with agro-industrial residues and its immobilization
in sodium alginate support with addition of calcium and copper and in the formation of
cross-linked aggregates with iron microparticles (MCLEAS). The laccase production in the
tested conditions showed expressive results, reaching activities of up to 16,703 U/L. Both
immobilization techniques showed significant results of immobilization percentage,
resulting in 100% for MCLEAS and 97.5% for immobilization with alginate support. The
production and immobilization of the laccase enzyme showed satisfactory results, both
immobilization techniques must be optimized and continue to be studied due to their
advantages and possible applications.
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INTRODUGAO

Lacases (E.C. 1.10.3.2) sdo enzimas pertencentes a familia das enzimas
multicobre, cuja estrutura fisica se mantem estdvel, em parte, pela presenca de
quatro ions de cobre em seu sitio ativo. A eficiéncia catalitica desta enzima esta
relacionada ao potencial redox, que advém das caracteristicas do cobre T1 no sitio
ativo, podendo ser divididas em enzimas de alto e baixo potencial redox, onde as
secretadas pelos fungos basidiomicetos, conhecidos como “podriddo branca”, sao
de alto potencial redox. Para obtenc¢do de uma boa producdo dessas enzimas por
fungos basidiomicetos a adicdo de residuos agroindustriais e solu¢cdes adicionais
contendo metais ao meio de cultivo tem sido uma boa alternativa, podendo levar
a um “aumento na producdo de lacase de até 43%” (RIEDI, 2019).

As reacdes enzimaticas em geral sdo seletivas e ndo necessitam de ativacdo
de grupos funcionais, o que leva a vantagens sobre rotas sintéticas convencionais,
como maior eficiéncia energética, menor formacao de residuos e maior grau de
pureza em seus produtos. Em razao de suas propriedades, as lacases tém sido
estudadas em vdarias aplicacGes biotecnoldgicas, como a biodegradacdo de
xenobidticos, bioremediacdo de efluentes industriais e solos contaminados,
producdo de etanol, utilizacdo em biosensores, descoloracdo de corantes e
clarificacdo de vinhos e chds. No entanto, as aplicacGes citadas tem menor
viabilidade com a lacase na forma livre, em razdo das mesmas serem moléculas
altamente sensiveis e estarem sujeitas a fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos,
onde a enzima pode desnaturar ou perder sua atividade, limitando sua vida util
durante uso ou estocagem.

Muitas das caracteristicas indesejaveis no uso da enzima na forma livre,
podem ser amenizadas ou removidas com a utilizacdo das enzimas na forma
imobilizada. As enzimas imobilizadas tém sido largamente empregadas em
indUstrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias, em razdo das suas vantagens
sobre as enzimas livres, sendo elas: maior facilidade de separagdo do produto do
catalisador, estabilidade operacional, possiblidade de reutilizagdo e aumento da
vida util da enzima, diminuindo os custos do processo. A imobilizagdo das enzimas
pode ser obtida por diferentes técnicas. “Normalmente estas envolvem a ligagao
da proteina em um suporte através de trocas iOnicas, adsor¢do, uso de resina,
encapsulamento em um polimero inerte ou ligagdes covalentes” (ASGHER et al.,
2014; SHELDON, 2011).

O presente trabalho, busca avaliar a producdo da enzima lacase a partir do
fungo Trametes villosa em meio semi-sélido com residuos agroindustriais (bagaco
de cana, casca de arroz e bagaco de uva) e sua imobilizacdo por liga¢cdes cruzadas
intermoleculares adicionadas de microparticulas de ferro (MCLEAS) e na
imobilizacdo em suporte de alginato de sddio, calcio e cobre.

MATERIAL E METODOS

Para obtencdo do extrato bruto enzimatico o fungo da podriddo branca
(Trametes Villosa), disponivel no laboratério de Biotecnologia da Universidade
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Tecnolégica Federal do Parana, campus Curitiba sede Ecoville, foi cultivado em
placas de Petri com Agar Batata Dextrose (PDA) por 7 dias & 28°C.

Por meio da inoculagdo, trés plugs miceliais do fungo cultivado foram
introduzidos em fracos Erlenrmeyers de 250 mL com o meio semi-sélido, composto
por: 10 g/L de glicose; 0,5 % de peptona; 3 g/L de fosfato de potassio, 1% de casca
de arroz; 0,5% de bagaco de uva bordo; 1g de bagaco de cana e 2 mL de MnSQO,
1mM, CuSO, 1mM, e solucdo mineral de FeSQOs, ZnSO, e de MgSO4. Apds foi
triturado e filtrado, para separar a biomassa do filtrado e esse foi centrifugado por
10 min a 8.000 rpm e usado como extrato enzimatico bruto.

O extrato bruto enzimatico foi entdo utilizado nos testes de imobilizacao pelas
técnicas de formacao de agregados com ligacdes cruzadas com microparticulas de
ferro (MCLEAS) e Imobilizagdo de lacases fungicas em suportes de alginato de sédio
com adicao de cdlcio e cobre.

A imobilizagdo das lacases por MCLEAS foi realizada com base nas
metodologias descritas por Kumar et al. (2014), Reza et al. (2010) e Matijosyte et
al. (2010). A imobilizagdo foi feita em triplicata, colocando nos frascos Erlenmeyers
de 25 mL: 1 mL do extrato bruto diluido a 6600 U/L, 2,5 mL de acetona gelada, 800
pL de glutaraldeido, 20 uL de tampéo acetato de sédio (50 mM, pH 5) e 0,05 g das
microparticulas magnéticas de ferro. Os frascos Erlenmeyers foram agitados no
shaker a 100 RPM, 25 °C por 4 horas.

A imobilizacdo das lacases com o uso de alginato de sddio com adicdo de calcio
e cobre foi realizada pelo método de encapsulamento, descrito previamente por
Niladevi e Prema (2010). Inicialmente, adicionou-se o extrato bruto enzimatico
(1000 U/L) em uma solugdo de alginato de sédio (2,5 m/V), a mistura foi agitada
em incubadora shaker a 100 rpm, por 30 min. Apds, adicionou-se 0,2 M de sulfato
de cobre e 0,2 M de cloreto de calcio a mistura e com o auxilio de uma seringa
foram formadas as esferas. As capsulas formadas foram resfriadas em geladeira
por 2 horas, filtradas e lavadas com tampdo acetato de sddio até a auséncia de
atividade enzimdtica no lavado.

As atividades das lacases (livre e imobilizadas) foram avaliadas utilizando
como substrato o 2,2°-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS)
conforme descrito por Shin & Lee, (2000).

A atividade da lacase livre foi calculada de acordo com a equagdo 1.

U _A-FD-V, (1)
L t-V-eb

A atividade dos imobilizados, foi calculada de acordo com a equagao 2.
U _A-FD-V, 2)
g t-m-g-b

Sendo, para equagdes 1 e 2, A a absorbancia, FD o fator de diluicdo, Vt o
volume total da reacdo, t o tempo, Va o volume da amostra, € o coeficiente de
extincdo molar do ABTS a 420 nm, b o caminho 6ptico da cubeta. Para a
imobilizacdo em alginato m é a quantidade em massa das capsulas e para os
MCLEAS é a quantidade em massa das microparticulas magnéticas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo da enzima lacase com o uso do fungo da podriddo branca
Trametes Villosa em meio semi-sélido com residuos agroindustriais mostrou bons
resultados, chegando a um extrato enzimatico bruto com atividade de até 16.703
U/L.

A porcentagem da enzima imobilizada pelo método dos MCLEAS foi 100%. A
enzima imobilizada estd representada na imagem 1.

Imagem 1 — MCLEAS

A porcentagem de imobilizacdo foi quantificada pelas unidades totais
ofertadas no processo diminuida da atividade no sobrenadante e nos lavados apds
a imobilizacdo. Os MCLEAS apresentaram auséncia de atividade ja no
sobrenadante. Entretanto, nessa técnica de imobilizacdo ha a possibilidade de
modificacdo estrutural ou desnaturacdo da enzima, podendo ainda assim haver
lacase no sobrenadante, mas na forma desnaturada.

A atividade enzimatica recuperada apds a imobilizacdo foi calculada pela razdo
entre a atividade real (atividade dosada em unidades enzimaticas apds a
imobilizacdo) e a atividade tedrica (unidades enzimaticas ofertadas no processo),
resultando em uma atividade de recuperagao de 18%. O resultado pode ser
atribuido a alguns fatores que interferem na atividade catalitica do imobilizado,
como: a ligacdo da enzima pelo sitio ativo e a modificacdo da conformacao natural
da enzima pelo processo.

Apesar das desvantagens, os MCLEAS “melhoram a estabilidade térmica e de
armazenamento e mantém uma alta produtividade e uma boa eficiéncia catalitica
no decorrer de varios ciclos”(KUMAR; SIVANESAN; CABANA, 2014). Além disso, é
uma técnica que ndo necessita de suporte ou matriz para imobilizacdo, reduzindo
0s custos do processo.

A porcentagem de enzimas imobilizadas no suporte de alginato foi
determinada da mesma forma do que os MCLEAS, apresentando apenas uma
pequena atividade no sobrenadante. A porcentagem da enzima imobilizada em
suporte de alginato foi de 95,7 %. Diferente dos MCLEAS, os danos da imobilizagdo
utilizando suporte de alginato, sdo relativamente insignificantes a conformacao
natural da enzima, reduzindo as chances de desnaturacdo da enzima pelo
processo. A enzima imobilizada em alginato esta representada na imagem 2.
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Imagem 2 — Lacase imobilizada em suporte de alginato

Fonte: A autora, 2020.

Na imobilizacdo de lacase com suporte de alginato, a dosagem da atividade
enzimatica e a atividade recuperada foram calculadas e determinadas do mesmo
modo que para os MCLEAS. Apresentando uma atividade recuperada de 4%.
Limitacdo de transferéncia de massa e carga enzimatica, sdo fatores que podem
ser atribuidos e justificar o resultado. Neste método a porosidade das capsulas
formadas pela reacdo entre o alginato de sddio e o calcio é um fator limitante e
pode ter interferido na acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima, assim
como a dificuldade de excrecdo do produto da catdlise ao meio reacional,
impedindo a dosagem real de atividade do imobilizado.

Apesar das desvantagens, na técnica de imobilizacdo utilizando suporte de
alginato a conformagdo natural da enzima é melhor conservada e sua estabilidade
€ mantida por um longo tempo. E também um método econdmico e acessivel.

Entre os fatores que podem intervir na atividade catalitica de uma enzima
apds a imobilizacdo, além dos citados anteriormente para cada técnica em
individual, estdo também a possibilidade de adsorcdo de reagentes da catalise
pelos imobilizados e a alteragdo do microambiente da enzima (pH e temperatura)
causada pela protegdo do suporte ou acimulo de reagentes e consequentemente
mudanca na cinética de reacdo e afinidade pelo substrato. Observou-se nos
imobilizados em alginato que ao final da reacdo com o ABTS, as capsulas ficaram
verdes, indicando retencdo e ou adsorg¢do do produto no imobilizado (Imagem 2).

Melhores resultados podem ser alcancados através da otimizacdo das
técnicas. A parte de otimizacdo e aplicacdo dos imobilizados seriam feitas no
semestre que foi interrompido devido a pandemia.

CONCLUSAO

A produgado da enzima lacase utilizando o fungo da podridao branca Trametes
villosa em meio semi-sélido com residuos agroindustriais, mostrou ser um método
significativo para a produgdo da enzima lacase e pode ser seguido para producdes
futuras da enzima.

A imobilizacdo enzimdtica de lacases fungicas pelas técnicas de MCLEAS e
suporte de aginato de sddio com adicdo de calcio e cobre apresentaram resultados
interessantes, porém ambas as técnicas devem ser otimizadas para uma maior
rentabilidade dos imobilizados.
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