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Resumo: Enzimas imobilizadas sdo aquelas que estéo fisicamente localizadas ou confinadas numa
regido do espaco, com retencdo de suas propriedades cataliticas, e que podem ser utilizadas
repetidamente e continuamente. Visando a grande capacidade do uso de enzimas imobilizadas o
presente trabalho utilizou a enzima peroxidase imobilizada em polimeros biodegradaveis que tem
grande potencial para uma imobilizacdo j& que pode ser encontrada em varios vegetais e catalisa a
oxidacdo de mono, di e polifendis em presenca de perdxido de hidrogénio. Esse sistema, produzido
em escala laboratorial, tem como objetivo ser capaz de tratar efluentes com residuos industriais,
removendo compostos fendlicos. Foram realizadas analises de espectro de infravermelho, estudos de
imobilizacdo por adsorc¢éo fisica e por ligagdo covalente, tempo de armazenamento, capacidade de
reutilizacdo e remocao de compostos fendlicos. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram
que aqueles processos que ocorreram por ligacdo covalente apresentaram maior desempenho que

aquelas por adsorcéo fisica, com os dois polimeros utilizados.

Palavras-chave: Enzimas imobilizadas.

Introducgéo

Enzimas séo proteinas que catalisam com grande eficiéncia as reacdes
biolégicas, aceleram varias reacdes metabdlicas importantes para a vida sob
condicBes fisiologicas de pH, temperatura, meio i6bnico (DIXON; WEBB, 1979). A
enzima peroxidase (EC 1.11.1.7) merece destaque por ser encontrada em varios
vegetais e catalisa a oxidacdo de mono, di e polifendis em presenca de peroxido de
hidrogénio, oxidando-os e levando ao aparecimento de substancias coloridas, num
processo denominado escurecimento enzimatico. Estas enzimas estdo largamente

presentes na natureza.
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Enzimas imobilizadas sdo aquelas que estdo fisicamente localizadas ou

confinadas numa regido do espacgo, com retencao de suas propriedades cataliticas,
e que podem ser utilizadas repetidamente e continuamente (CHIBATA, 2006). O
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por proporcionar
vantagens como: a reutilizacdo das enzimas, o aumento da estabilidade enzimatica,
reducdo de custos, desenvolvimento de sistemas continuos, efluentes livres de
catalisadores, maior versatilidade na etapa de separacéo, facilidade de automacéo e
controle possibilidade de utilizagdo das enzimas “in-natura” (GOY et al., 1992).
Esses fatores dependem principalmente da escolha apropriada do suporte e dos
reagentes utilizados no processo de imobilizacdo. Polimeros biodegradaveis tém
gerado interesse significativo na pesquisa e comunidades industriais, uma vez que
sua degradacéo ligada as suas origens renovaveis, promove um reduzido acumulo
de residuos e tensdo ambiental, degradando-se mais facilmente durante todo o
processamento industrial (CHOONG,; FOCATIIS, 2016). A utlizagdo de
polissacarideos exsudados de plantas, como o polissacarideo de Caju arbéreo do
Cerrado (Anacardium othonianum Rizz.) como suporte para imobilizacdo de
peroxidases, tem se mostrado atrativa, uma vez que estes materiais sao facilmente
recuperados por centrifugacao ou por simples precipitacdes em solventes organicos,
como etanol (SILVA et al., 2010). As estratégias de posicionamento da industria de
enzimas imobilizadas dependem diretamente do avango de investigacdo em areas
relacionadas com a estabilizacdo enzimdtica, entre elas a estabilizacdo da
peroxidase que se torna uma enzima importante para a catalise de dejetos
industriais toxicos para 0 meio ambiente. Assim, propde-se neste projeto a utilizacédo
de uma peroxidase amplamente conhecida para degradacdo de compostos
fendlicos, imobilizada em um suporte biodegradavel, obtido de forma sustentavel,
para a construcdo de sistemas para tratamento de residuos industriais de amostras

de agua.

Material e Métodos
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1) Origem e purificacdo do polissacarideo: A goma in natura (G) foi obtida por

meio de incisdes nos troncos de cajueiros, implantados na Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goias (EA/UFG), em Goiania, GO. O bagaco de cana-de-
acucar foi adquirido no mercado local da cidade de Anapolis, Goias.

2) Caracterizacdo da Goma in natura (G), do Polissacarideo (PEJU-GO) e do
bagaco de cana: As amostras de goma de caju do Cerrado (G) e de polissacarideo
precipitado (PEJU-GO) e as amostras de bagaco de cana foram analisadas por
espectrometria de infravermelho (FTIR) com pastilhas de KBr, com a varredura feita
na faixa entre 4000 a 500 cm*. Os espectros foram comparados para caracterizagdo
dos grupos quimicos presentes nas amostras.

3) Atividade Enzimética de Peroxidase (Horseradish peroxidase — HRP): A
atividade enzimatica foi determinada pelo método de Halpin e Lee (1987), utilizando-
se pirogalol e perdxido de hidrogénio como substratos. Apds 1 min de reacao a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia a 420 nm,
considerando-se 0,1 absorvancia /min o equivalente a uma unidade de peroxidase
(V).

4) Testes de Imobilizacdo das Peroxidases: A imobilizacao da HRP foi realizada
adicionando-se 250 pL de solucdo enzimatica em 10 mg de PEJU-GO, com reacdo
de 2 horas a 4 °C. Em seguida o PEJU-GO/HRP foi precipitado com etanol absoluto
gelado, (-10 °C), centrifugado e testado quanto a atividade enziméatica imobilizada. O
teste de atividade consistiu em adicionar ao complexo PEJU-GO/HRP 0s mesmos
volumes dos reagentes utilizados para medida da atividade da peroxidase livre. A
imobilizagcdo da HRP em bagaco de cana foi realizada adicionando-se 1000 pL de
solucédo enzimatica em 2,5 mg de bagaco de cana com reacéo de 2 horas a 4 °C.
Em seguida o BC-HRP foi centrifugado e testado quanto a atividade enzimética

imobilizada, da mesma forma que se fez com o complexo PEJU-GO/HRP.

~ Resultados e Discuss&o

Os espectros de infravermelho do bagaco de cana bruto e do tratado com

periodato de sédio (Figura 1) mostraram picos mais fortes em 3428 e 1048 cm™,
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caracterizando estiramentos de grupo OH e COH, respectivamente. Houve o
aparecimento de bandas entre 2918 e 2850 cm, caracteristico do espectro de

hemicelulose conforme também reladato por Fan et al. (2012). O bagaco de cana

tratado com periodato de sodio (Figura 1, linha tracejada) apresentou bandas
proximas de 1740 e 880 cm™, com forte pico em 1728 cm?, caracteristica de grupos

carbonila (CALVINI et al., 2006). Tanto o material bruto quanto o tratado exibiram
bandas caracteristicas de fibras lignocelulésicas.
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Figura 1 — Espectros na regido do infravermelho de bagaco de cana-de-agucar bruto
(linha cheia) e tratado com periodato de sodio (linha tracejada).

Para iniciar os testes de imobilizagédo foram realizados testes de atividade
de peroxidase com diferentes diluicbes, apresentados na Figura 2. Como pode ser
observado, a quantidade de 250 uL apresentou valores de atividade elevados, se
comparados aos obtidos com as demais diluicbes, e por isto foi o parametro
escolhido para ser utilizado nos demais experimentos.
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Figura 2 — Relacdo entre a quantidade de peroxidase (HRP) livre e a atividade

observada.

Os testes de imobilizacdo de peroxidase mostraram que o tratamento do
bagaco de cana com periodato de sodio foi um método mais eficaz para a retencéo
de enzima ativa, em todas as quantidades de suporte testadas (Figura 3). A
adsorcao fisica da enzima ao bagaco de cana apresentou desempenho semelhante
ao sistema contendo o suporte modificado apenas na concentracdo de 5 mg. Por
esta razdo optamos por seguir os experimentos utilizando o sistema bagaco de

cana-periodato-HRP.
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Figura 3 — Capacidade de imobilizacdo de peroxidase (HRP) pelo bagaco de cana
por adsorcéo fisica (preto) e por ligacao covalente via periodato de sddio (cinza).

Os estudos de imobilizacdo enzimética no polissacarideo de caju-arboéreo-
do-Cerrado conduzidos por adsorcéo fisica de HRP (PEJU-GO-HRP) resultaram em
21 U imobilizadas, correspondendo a 75% de rendimento de imobilizacdo. A
imobilizacdo por ligacdo covalente via tratamento com periodato de sédio (PEJUp-
GO-HRP) resultou em 27 U, ou seja, 93% de rendimento de imobilizacdo. A
adsorcdo fisica € principalmente baseada na interacdo eletrostatica entre a
biomolécula e a superficie da matriz devido a diferenca de pontos isoelétricos; na
ligacdo covalente ocorre a formacdo de uma ligacao através de uma terceira
molécula que atua como uma ponte entre a matriz e o receptor (KAURA et al., 2016).
A formacao de multiplos pontos de ligacédo neste ultimo caso deve ter favorecido um
maior rendimento no processo de imobilizacdo pelo suporte tratado com periodato
de sodio.

Os complexos de HRP imobilizada em PEJU-periodato e bagago de cana-
periodato foram testados quanto a estabilidade ao armazenamento. Os dados estéao
apresentados na Tabela 1. Percebe-se que ao longo do tempo de armazenamento o
bagaco de cana-de-acUcar foi capaz de manter maior quantidade de enzima ativa.
Em termos relativos, o complexo BCp-HRP manteve 70 vezes mais enzima ativa

apos 30 dias de armazenamento do que PEJUp-HRP, nas mesmas condicdes.

Tabela 1 - Estabilidade ao armazenamento dos complexos PEJU-HRP and BCp-
HRP.

Atividade remanescente

(%)

PEJUp-

HRP BCp-HRP
Tempo 1 100 100
(dias de 3 71,4 65,7
armazenamen 6 25,6 69,3
to) 9 20,6 42,4
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12 10,4 43,6
15 6,0 56,6
18 11 64,6
21 0,9 57,7
24 0,9 56,2
27 09 46,6
30 0,6 41,8

Uma das caracteristicas principais almejadas no desenvolvimento de
sistemas de enzimas imobilizadas € a sua capacidade de reutilizacdo. Apds oito
ciclos repetidos de uso do mesmo material, o complexo PEJUp-HRP reteve apenas
2,2% de enzima ativa, enquanto BCp-HRP néo foi capaz de reter atividade de HRP
em relagao ao primeiro uso.

Os complexos contendo HRP imobilizada foram testados quanto a
capacidade de degradacdo de compostos fendlicos em laboratério. Os resultados
estdo demonstrados na Tabela 2.

Percebe-se que, utilizando a mesma enzima, mas imobilizada em
polimeros diferentes, € possivel obter desempenhos também diferentes quanto a
capacidade de degradacdo de fendis. Além disso, apenas o sistema PEJUp-HRP
pdde degradar os compostos presentes em misturas complexas, como o efluente da

Estacdo de Tratamento do Distrito Agroindustrial (ETE-DAIA) e o efluente téxtil.

Tabela 2 — Capacidade de remocédo de compostos fendlicos apresentada pelos
complexos PEJUp-HRP e BCp-HRP.

Remocéao de Fendis (%)

PEJUp-HRP  BCp-HRP

Bromofenol 6 7,56
Catecol 12 11,44
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Nitrofenol 0 31,08
Pirogalol 15 32,93
ETE-DAIA 16 0
Efluente téxtil 53 0

Consideragbes Finais

Os dados produzidos neste relatério demonstram que a enzima
peroxidase (HRP) foi imobilizada em diferentes materiais poliméricos naturais, sendo
gue aqueles em que 0 processo ocorreu por ligacdo covalente apresentaram maior
desempenho.

Ambos os complexos foram capazes de remover compostos fendlicos em
escala laboratorial e, sendo sistemas naturais, € possivel que se apresentem como

alternativas biodegradaveis ao tratamento de efluentes industriais.
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