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resumo
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A lacase € uma enzima pertencente a familia das multicopper blue
oxidases, sendo responsavel por catalisar a oxidacdo ou a reducédo de varios
compostos. O potencial catalitico da lacase é amplamente conhecido, o que
promove a investigagcdo com vista a sua aplicacé@o industrial. No entanto, para
que a aplicacdo de uma enzima a larga escala seja viavel, € necessario o estudo
e a otimizacdo de sistemas de imobilizacdo. Embora existam atualmente
diversos materiais que sdo usados como suportes de imobilizacdo, o recente
desenvolvimento da nanotecnologia possibilitou o aparecimento de novos
materiais, nomeadamente as nanoparticulas magnéticas (MNPs). A sua
elevada area superficial, que permite uma elevada taxa de transferéncia de
massa, combinada com a sua facil remogdo dos meios reacionais, torna as
MNPs promissores suportes de imobilizagdo. Desta forma, foi estudada a
imobilizacédo da lacase em MNPs com vista a remocao de corantes.

A primeira parte do trabalho envolveu a preparacdo das MNPs e a sua
posterior caraterizacéo, recorrendo a diversas técnicas analiticas. O sucesso da
sintese das MNPs foi avaliado através de andlise elementar e de FTIR. As
imagens de TEM mostraram a forma esférica das MNPs com cerca de 50 nm
de didmetro e o seu revestimento com silica. A area superficial especifica foi
analisada através de adsor¢éo de azoto BET. Por fim, a analise de potencial
zeta determinou a carga superficial negativa das MNPs e demonstrou a sua
elevada estabilidade coloidal.

A segunda parte do trabalho envolveu a otimizacdo das condi¢cdes de
imobilizacdo da lacase nas MNPs, nomeadamente a concentracdo de ibes
cobre e 0 pH, e a consequente avaliagdo da estabilidade do sistema catalitico.
Nas condicdes 6timas, isto €, 1 mole de ides cobre por cada mole de EDTA-
TMS funcionalizado na superficie das MNPs e pH 3,5, a lacase imobilizada
apresentou uma atividade recuperada de 97,4+0,6%. Na avaliacdo da
estabilidade da lacase livre e imobilizada, foram estudadas as estabilidades
térmica, operacional e de armazenamento. No caso da estabilidade térmica a
40°C, verificou-se um aumento da atividade recuperada com a imobilizacdo. Em
relacdo a estabilidade operacional, demonstrou-se que, apds 10 ciclos reativos
consecutivos, a lacase imobilizada apresentava ainda 46,3+2,4% de atividade.
Quanto ao armazenamento, a lacase em ambas as formas apresentou reduzida
estabilidade.

A Ultima parte do trabalho envolveu a aplicacdo do sistema mediador de
lacase (LMS) na remocéo de corantes, nomeadamente o Vermelho do Congo
(VC) e o indigo de Carmim (IC), utilizando o metilseringato (MS) como mediador.
Relativamente a degradacédo do IC, foi obtida uma remocao de 43,8+1,1%
utilizando 0,500 mM de MS. Por sua vez, a degradacao do VC néo foi possivel
de quantificar, uma vez que a ocorréncia de reagBes secundarias entre o
produto de oxidag&o do VC e o mediador mascararam a absorvancia medida.

Em suma, os resultados obtidos permitem concluir que a aplicacao
industrial da lacase imobilizada nas MNPs preparadas apresenta um potencial
inegavel. Contudo, € ainda necessério que sejam ultrapassadas algumas das
limitagBes detetadas no sistema de imobilizacéo.
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Laccases are enzymes that belong to the multicopper blue oxidases family,
responsible for catalyzing redox reactions of several compounds. The catalytic
potential of laccases is widely known, which promotes the research in order to
its industrial application. However, the study and optimization of enzymatic
immobilization systems are required to make possible the large-scale
application. Although there are many materials that are used as immobilization
supports, the nanotechnology development provides the discovery of new
materials, namely the magnetic nanoparticles (MNPs). The MNPs high surface
area that allows a high rate of mass transfer combined with its easy removal from
reactional bulks make them promising immobilization supports. Therefore, it was
studied the laccase immobilization on the MNPs in order to dye removal.

The first part of the work involved the MNPs preparation and their
characterization, through several analytical methods. The success of the MNPs
synthesis was evaluated by elemental analysis and FTIR. The TEM images
showed a spherical form of the MNPs with about 50 nm of diameter and an
amorphous silica coating. The specific surface area was measured by nitrogen
adsorption BET. Finally, the zeta potential analysis showed the negative charge
of the MNPs and proved its high colloidal stability.

The second part of the work involved the optimization of the laccase
immobilization conditions on the MNPs, namely the copper ions proportion and
the pH as well as the evaluation of the catalytic system stability. Under the
optimal conditions, i.e. 1 mole of copper ions for each mole of EDTA-TMS that
was functionalized at the MNPs surface and a pH 3.5, the activity recovery of the
immobilized laccase was 97.4+0.6%. To evaluate the stability of free and
immobilized laccase, the thermal, operational and storage stability were studied.
In the case of the thermal stability at 40°C, there was an increase in the
recovered activity with the immobilization process. Regarding to the operational
stability, it was shown that after 10 sequential reactive cycles, the enzyme
presentes 46.3+2.4% of activity. Lastly, the free and immobilized laccase still
presented low storage stability.

The last part of the work involved the application of the laccase mediator
system (LMS) in the dye removal, hamely the Congo Red (VC) and the Indigo
Carmine (IC), using methyl syringate (MS) as mediator. Relatively to the IC
degradation, a removal of 43.8+1.1% was obtained, using 0.500 mM of MS. The
VC degradation was not possible to quantify since the occurrence of secondary
reactions between the VC oxidation product and the mediator masked the
measured absorbance

The results of this work showed that the industrial application of immobilized
laccase on the prepared MNPs has an undeniable potential. However, it is still
necessary to overcome some of the system limitations.



INDICE

Capitulo 1 -INTrodUGAD ......cceoveiiiee e 1
Capitulo 2 -Reviséo Bibliografica............ccccoeviiiiiiiiiie e, 3
2.0, LACASES ..o iutie ettt sttt ettt nnree s 3
2.1.1. Caraterizagao estrutural € DIOQUIMICA ........cccooiiiiiiiiiiee e, 3
2.1.2. MeCanisSmOS d€ CALAIISE ........ccuerveriiiiieieiee e 5
2.1.2.1. Sistemas Mediadores 0 LACASE..........ccccvvveriririninieienie et 6
2.1.3. Aplicagdes BioteCNOIOGICAS. .........cuiiiirieieieie st 7
2.2. IMODIHZAGAOD ..ot 10
2.2.1. Efeitos sobre as propriedades enZiMatiCas .........cc.cevveieeveerereieseseseseereesiens 11
e Y =1 (oo [ 3PS 12
2.2.3. TIPOS A8 SUPOITES ....eveerieiieieiieite sttt sttt 14
2.3. NANOPAITICUIAS. .....cc.eeivieiie e e 15
2.3.1. Nanoparticulas MagnEtiCas...........cceiuririeriereiie it 16
B T R Y 1 1S TSRS 17

2.3 1.2, APHCAGDOES ... 20
2.4. Imobilizacao da lacase em nanoparticulas magnéticas..............ccccueuen. 22
Capitulo 3 -Materiais € MEtodosS..........ccccveviiiiiiiieiee e 26
3.1. Preparacéo das nanoparticulas magnéticas............ccccevveveeinesiveennnene. 26
3.1.1. Sintese de MAgNELite ......cceveiiiieieieee e 26
3.1.2. SHANIZAGAD ....eveieietiee ettt 27
3.1.3. Modificacédo superficial com EDTA-TMS ........cccoiiiiiiiieeeeeees 28
3.1.4. Quelagado d0S I0ES CODIE ......ocuiiuiiiiiieiicieete e 29
3.2. Caraterizacdo das nanoparticulas magneticas..........cccoovevervevesvervennnn, 29
3.2.1. Espectroscopia de INfravermelno ... 29
3.2.2. Microscopia Eletronica de TranSmiSSA0 .........cccvuveeeierierierienesiesieeeeeeeeneeens 29
3.2.3. ANAlISE EIBMENTAI........c.oiiiiiiiiicieee e 30
3.2.4. Adsorcéo de Azoto Brunauer-Emmett-Teller..........cooeieiiiiiiiiiiiiccen, 30
3.2.5, POENCIAI ZELA ... e 30
3.3. IMoDbilizag0 da 1aCase ..........ccceveeiiiiiee e 30
3.4. Determinacdo da atividade enzimatiCa ..........ccccevevvveveeiieieese e, 31
341, LACASE LIVIE. .ttt bbb 31
3.4.2. Lacase IMODIIZada ... 32



3.5. Propriedades CINBLICAS.........cccueueieeieieeie e 32

3.6. Avaliacao da estabilidade............ccoeiieiiiiii 33
3.6, 1. TAIITHCA ...etiitieieeiiet ettt bbbttt ettt bt sbe bt e e e e e 33
3.6.2. OPErACIONAL.....cciiiiiiiiiieiiie ettt bbb 34
3.6.3. AIMAZENAMENTO ....ciiiiiiiieiieite e r e e 34

3.7. REMOGAO A0S COTANTES........eiviiiieiiieie sttt 35

Capitulo 4 -Resultados € DISCUSSA0 ........ccccceerieiieiieeiieseeiie e, 36

4.1. Caraterizacdo das nanoparticulas magnéticas...........cccocveverivereseerinne 36

4.2. Otimizacéo das condi¢Oes de imobilizagdo .........cccccovevvevveiieiieecieenee, 40
4.2,1. ConcentraGao de 10€S CODIE .......oiiiiriiieierieiie et 40
B.2.2. PH oo 41

4.3. Propriedades CINELICAS........c.ccveeereeieseerie e ste e e e 43

4.4. Avaliagdo da estabilidade............ccooeiiiiiiinii 47
o O =11 1] o TP PR PRSP 47
4,42, OPEIraCIONAL.....cc.iiiiiiieiieieieie ettt 50
4.4.3. De armazenameNTO ........cciiueieiiieieiiie ettt et 52
4.4.4. Impacto do pH na estabilidade ............ccoevviieiieie i 54

4.5. REMOGA0 dE COMANTES ....cuveieeiiiiieiteeee et 55
4.5.1. Vermelno d0 CONQO......cuiiiiiiiiiiiceee e e 56
4.5.2. INdigO d& CAMMIM ....cvveiviecrceeceeeee ettt 57

4.5.2.1. Efeito da concentragdo de mediador ...........ccevviieininienie e, 59
Capitulo 5 -CoNCIUSAOD........ccviiiiiie e 61
Capitulo 6 -Trabalno FULUFO............ccoiiie e, 63
Referéncias BiblIOgrafiCas.........ccvoviiiiiiiiiiecece s 64
AANIEXOS. ..ottt e e r e b e s r e e nneas 73



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

2,4-DCP
ABTS
APTES
ATR
CLEA
CLEC
Ec
EDTA-TMS
ELISA
EPR

FM
FTIR
HBT
HPI
HPLC

PCP
PCR
PEG
pl
POM
SPM

ti

2,4-Diclorofenol

Acido 2.2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
3-Aminopropiltrietoxisilano

Attenuated Total Reflectance

Cross-linked Enzyme Aggregates
Cross-linked Enzyme Crystals

Eficiéncia catalitica

Acido trimetoxisililpropiletilenodiamino triacético
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Electron Paramagnetic Resonance
Ferromagnético

Fourier Transform Infrared Spectroscopy
N-hidroxibenzotriazol

N-hidroxiftalamida

High Performance Liquid Chromatography
indigo de carmim

Constante cinética de desativacdo
Constante de Michaelis-Menten

Lacase Mediator System

Nanoparticula magnética

Metil seringato

N-hidroxiacetanilida

Nanoparticula

Pentaclorofenol

Polimerase Chain Reaction
Polietilenoglicol

Ponto isoelétrico

Polioxometalato

Superparamagnético

Tempo de meia vida



TEMPO
TEOS
VC

VIO
Vmax

2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxil
Tetraetoxisilano

Vermelho do congo

Acido violurico

Velocidade maxima da reacao



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1 - AplicacOes da lacase em diVErSas Areas. .........ccovvevvevereerereneseseseseseeseeseens 7

Tabela 2.2 - Vantagens e desvantagens da utilizacdo de biocatalisadores imobilizados

(Ao FoT o = Vo (o I [T G ) ) S 10
Tabela 2.3 - Vantagens e desvantagens dos métodos de sintese de MNPs (Adaptado de
(1SN XX ) ) TSRS 18
Tabela 2.4 - APlICAGOES 08 IMINIPS. ......c.oiiiiiiiiieeeee e 20
Tabela 2.5 - Trabalhos desenvolvidos sobre imobilizacdo de lacase em NPs de magnetite.
............................................................................................................................................. 23
Tabela 3.1 - Reagentes utilizados na producéo das MNPs (Adaptado de (80)). ................. 26
Tabela 3.2 - Reagentes utilizados durante a imobilizacdo da lacase e nos ensaios enzimaticos.
............................................................................................................................................. 31
Tabela 4.1 - Resultados obtidos pela analise elementar. ............ccccccooeiviiii e i, 37

Tabela 4.2 — Resultados da area superficial BET (Aget), da porosidade (Vp) e do didmetro

d0 POr0 (DP) daS MINPS ..ot bbbt 38
Tabela 4.3 - Resultados do potencial Zeta. ...........ccocveveiiiiicececce e 39
Tabela 4.4 - Parametros cinéticos obtidos para a lacase livre e imobilizada....................... 44

Tabela 4.5 - Parametros da cinética de inativacdo térmica da lacase livre e imobilizada a
0 OSSPSR 48

Tabela 4.6 - Atividade da lacase livre (ALivre) € imobilizada (Aimobilizada) Verificada na
avaliacdo da estabilidade de armazenamento. ..........cccevierieiiiieesieere e 52

Tabela 4.7 - Resultados obtidos para a reacdo da lacase e 0 MS com 0 VC (s - desvio-padrao).

Tabela 4.8 - Resultados obtidos para o ensaio controlo com o VC (s - desvio-padréo)...... 57



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1- Representacdo esquematica do centro ativo da lacase, com identificacdo dos
quatro &tomos de cobre (Cul, Cu2, Cu3 e Cu4) organizados em trés diferentes grupos (T,

T2 € T3) (AdAPtAdO 0E (4)). cveiveereeieieie ettt re s nee s 4
Figura 2.2 - Mecanismo da reacdo catalisada pela lacase (Adaptado de (4)).....cccccceevevenenn 5
Figura 2.3 - Representacdo esquematica da catalise num LMS (Adaptado de (4)).............. 6

Figura 2.4 - Principais métodos de imobilizacdo de enzimas (Adaptado de (45-47))........ 12

Figura 2.5 - Curva de magnetizacdo de MNPs monodominio com (a) comportamento FM e
(b) comportamento SPM, em que M indica a magnetizacdo e H o campo magnético aplicado

(AJAPLAAD 08 (B4-66)). ... c.vevereiireeiieiieie ettt bttt se bbbt 16
Figura 3.1 - Montagem utilizada para a sintese de NPs de Fe3Oa.......c.cccevvevveviiiniinenenne. 27
Figura 3.2 - Montagem para a modificagdo superficial com EDTA-TMS.........ccccceovienne. 28
Figura 4.1 - Esquema do processo de producdo das MNPS. ..........ccccccveveiieiecie e 36
Figura 4.2 - Espetro de FTIR das diferentes fases de producao das MNPs. .............c......... 36
Figura 4.3 - Imagens obtidas por TEM das MNPs de Fe30,@SiO,_EDTA-TMS isoladas (a)
L Lo =To = Lo F T (o) OSSR SPOSORRTN 38
Figura 4.4 - Efeito do numero de moles de cobre na imobilizacdo da lacase nas MNPs a pH
PSP UROTRUP PR 40
Figura 4.5 - Efeito do pH na imobilizacdo da lacase nas MNPS. ..........ccccccevveveiicvecenee, 42

Figura 4.6 - Gréaficos de Michaelis-Menten obtidos para a lacase livre e imobilizada. A linha
solida representa o ajuste efetuado segundo o modelo de Michaelis-Menten..................... 43

Figura 4.7 — Perfil de estabilidade térmica a 40°C da lacase livre e imobilizada. A linha sélida

representa o ajuste do modelo de decaimento exponencial............cccocveveiieiieeiesieveeriene 47
Figura 4.8 - Perfil de estabilidade térmica da lacase livre a 40°C apH 9,0. ......cccoeveneeen. 49
Figura 4.9 - Perfil de estabilidade operacional da lacase imobilizada nas MNPs. .............. 50
Figura 4.10 — Efeito da imobilizagdo na remogao do IC. ..........ccovvivieiiieineeeee, 58
Figura 4.11 - Efeito da concentracdo de MS na remog&o do IC..........ccccceviviiiiiiniienienn 59

Vi



INTRODUCAO

Capitulo 1 - Introducéo

A lacase € uma multicopper blue oxidase, responsavel por catalisar reacdes de
oxidacdo-reducdo de diversos compostos. As potencialidades cataliticas da lacase séo
sobejamente conhecidas, 0 que promove a investigacdo com vista a sua aplicacdo em areas
cada vez mais variadas. No entanto, para que a aplicacdo industrial desta enzima se torne
uma realidade ainda mais comum, é necessario realizar o estudo e a otimizagdo de sistemas
de imobilizag&o.

A imobilizacdo de enzimas é um processo recorrente quando o objetivo passa pela
aplicacdo industrial do biocatalisador. Este processo apresenta algumas vantagens,
nomeadamente o aumento da estabilidade do biocatalisador relativamente a condigdes
extremas, como pH e temperatura. Além disso, a possibilidade de recuperacdo e reutilizacdo
do biocatalisador € um fator preponderante na implementacdo de um tratamento enzimético
num processo industrial. Desta forma, o estudo de sistemas recorrendo a imobilizacdo de
enzimas revela-se uma ferramenta importante no desenvolvimento de bioprocessos com
aplicacdo industrial viavel.

Uma das grandes questdes do processo de imobilizacdo é a escolha do suporte.
Diversos materiais, tanto organicos como inorganicos, foram e continuam a ser estudados no
sentido de serem utilizados como suportes para imobilizacdo enzimatica.

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a descoberta de novos materiais
demonstra ser uma boa oportunidade para expandir a gama de suportes de imobilizacdo. A
utilizacdo de nanomateriais, designadamente as nanoparticulas (NPs), oferece inimeras
vantagens atendendo as propriedades Unicas que estas apresentam. Recentemente, as NPs
magnéticas (MNPs) tém ganho especial importancia nesta linha de investigacdo. Além das
propriedades fisicas e quimicas intrinsecas aos materiais que apresentam dimensoes
nanométricas, as MNPs apresentam um carater magnético, o que facilita a sua recuperacao
através da aplicacdo de um campo magnético externo. Todas estas carateristicas das MNPs,
aliadas a vasta gama de aplicagdes que apresentam atualmente, tornam este nanomaterial
numa boa opcao para o estudo de novos sistemas de imobilizacdo enzimatica.

O trabalho a ser desenvolvido teve como fase inicial a producdo de MNPs para a
imobilizacdo da lacase de Myceliophtora termophila. Posteriormente, as MNPs foram
caraterizadas utilizando diversas metodologias que permitiram determinar parametros como

o didmetro, a carga superficial, a morfologia, a area superficial especifica, a constituicao
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atémica e as propriedades magnéticas das mesmas. Na fase de imobilizacdo da lacase, foram
otimizadas as condi¢Ges do processo, de modo a que fosse obtida a maior recuperacdo de
atividade possivel. Desta forma, foram determinados os parametros cinéticos da reacdo de
oxidagcdo de ABTS com a enzima imobilizada. Além disso, foram também avaliadas as
estabilidades operacional, térmica e de armazenamento da lacase imobilizada. Por fim, foi
estudada a degradacao de corantes téxteis para avaliar a aplicabilidade do sistema enzimatico

desenvolvido no tratamento de efluentes provenientes da industria téxtil.
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Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1.Lacases

Lacase (EC 1.10.3.2 benzenodiol:oxigénio oxidorredutase) € uma enzima que pertence
a familia das multicopper blue oxidases, cujas enzimas contém atomos de cobre no seu centro
ativo, responsaveis por reacGes de oxidacdo-redugdo (1-4). A primeira descricdo desta
enzima foi feita por Yoshida (1883), através da analise aos exsudados da arvore Rhus
vernicifera (5). Além de plantas, a lacase foi também isolada em fungos (2), insetos (6),
bactérias (7,8) e até veneno de vespa (9), 0 que revela a sua ubiquidade.

Em termos do seu papel fisioldgico nas plantas, a lacase esta intimamente relacionada
com os mecanismos de formagé&o de radicais para a polimerizacgdo da lenhina (2,10) e em
reacOes envolvidas na reparacdo de danos ap6s um ataque de organismos patogénicos (4).
No que diz respeito as bactérias, esta enzima tem um papel importante na morfogénese, na
biossintese do pigmento castanho dos esporos e na homeostasia do cobre e do ferro (10,11).
Embora seja menos frequente em insetos, acredita-se que a lacase estd envolvida nos
processos de endurecimento das cuticulas da epiderme (10). No entanto, é na categoria dos
fungos que esta se encontra caraterizada num maior numero de espécies (2,10),
especialmente nos fungos da podriddo branca da madeira (1). Nestes organismos, a lacase
catalisa reacGes de oxidacdo-reducdo, responsaveis pela degradacdo da lenhina que é
promovida em situacOes de stress e de morfogénese (2,10).

2.1.1.Caraterizacao estrutural e bioquimica

Bioquimicamente, a lacase € classificada como uma glicoproteina extracelular,
contendo um total de 520 a 550 aminoacidos. Esta enzima apresenta uma massa molecular
variavel, entre os 60 e 0s 80 kDa, podendo, no entanto, verificar-se algumas excecdes (1,12).
O seu teor glicosidico varia entre 0s 8 e 0s 50% (1,4), sendo constituido, essencialmente, por
manose, N-acetilglucosamina e galactose (11). O ponto isoelétrico da lacase situa-se entre 3
e 9, enquanto que o potencial redox varia entre 0,4 e 0,8 V, sendo ambos 0s parametros
dependentes do organismo que a produz (1,2,13).

A nivel estrutural é caraterizada como uma molécula dimérica ou tetramérica (4), com
um centro ativo que engloba quatro &tomos de cobre organizados em trés grupos diferentes:
um cobre do tipo 1 (T1) e trés cobres adicionais, um do tipo 2 (T2) e dois do tipo 3 (T3), que

se encontram arranjados num cluster trinuclear (2,4), conforme se pode ver na Figura 2.1.
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Figura 2.1- Representacdo esquematica do centro ativo da lacase, com identifica¢do dos quatro 4tomos de
cobre (Cul, Cu2, Cu3 e Cu4) organizados em trés diferentes grupos (T1, T e Ts) (Adaptado de (4)).

Os trés tipos de 4&tomos de cobre podem ser distinguidos através das suas propriedades
espectroscopicas e paramagnéticas, EPR (do inglés Electron Paramagnetic Resonance),
além de apresentarem funcdes distintas no mecanismo catalitico da lacase (10,13). O cobre
T, apresenta um sinal de EPR detetavel e uma forte absorvancia a 614 nm, conferindo a cor
azul carateristica & enzima, quando esta se encontra numa solucdo pura (10,13).
Mecanisticamente, este &tomo de cobre ¢é responsavel pela oxidacdo do substrato, sendo o
primeiro aceitador de eletrbes do sistema catalitico (2,10). Numa reacéo catalisada pela
lacase ocorrem quatro reacOes de oxidagdo no substrato, em que cada uma delas envolve
apenas a remocgdo de um eletrdo (10). Seguidamente, os eletrfes sdo transportados por um
tripéptido, composto por dois residuos de histidina ligados a um residuo de cisteina,
pertencente ao seu centro ativo, até ao cluster trinuclear (10). Por fim, o cobre T e 0s cobres
Ts estdo envolvidos na reducdo do oxigénio molecular a 4gua, desempenhando assim o papel
de aceitadores finais na cadeia de eletrdes (10). O cobre T apresenta um espetro de EPR
carateristico, embora ndo se verifique nenhuma absorvancia especifica (13). No caso dos

cobres T3, ocorre uma forte absorvancia a 330 nm, sendo indetetavel o sinal de EPR (2,13).
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2.1.2. Mecanismos de catalise
A lacase, atendendo a sua funcdo como biocatalisador, catalisa a oxidacdo de
substratos, habitualmente compostos fendlicos, sendo a reacdo acoplada a uma reducéo do

oxigénio a agua, como mostra a Figura 2.2 (12,14).

0 Lacase Substrato
2 Reduzida Oxidado
H,0 Lacase Substrato

Figura 2.2 - Mecanismo da reacdo catalisada pela lacase (Adaptado de (4)).

Desta forma, acredita-se que a catalise efetuada pela lacase pode ser sumariada em trés
fases essenciais: numa primeira fase, ocorre a reducdo do cobre Ti1 pelo substrato;
seguidamente, verifica-se uma transferéncia interna de eletrdes entre o cobre T1 e 0s cobres
T2 e T3; por fim, ocorre a redugdo do oxigenio a agua no cluster trinuclear (13). A reacdo
que envolve a reducdo do oxigénio molecular a 4gua permite que ocorra a regeneracao do
biocatalisador, dado que a lacase apenas é capaz de catalisar a oxida¢do de um substrato
quando se encontra oxidada. Assim, 0 mecanismo reacional ndo pode ocorrer apenas no
sentido direto, levando a que a lacase funcione como uma bateria, que recebe e doa eletrbes
(4,12).

O potencial redox esta intimamente relacionado com a atividade da lacase. A oxidacdo
dos compostos fenolicos depende diretamente da diferenca de potencial redox entre o
substrato e o centro ativo, mais concretamente do cobre T1, sendo dificultada em substratos
com elevados potenciais redox (2,4). Além disso, a massa molecular do composto interfere
também com a capacidade catalitica da enzima, pois compostos com elevadas massas
moleculares tém maior dificuldade em aceder ao centro ativo da enzima (4,15). Para
ultrapassar estas limitagdes, Bourbonnais e Paice (1990) mostraram que o ABTS (4cido 2,2’-
azino-bis(3-etilbenzotriazolina-6-sulfonico)) tinha a capacidade de funcionar como
“intermediario” na oxidagao de compostos nao fendlicos que existem na lenhina, que nao
eram diretamente oxidados pela lacase (16). Desta forma, surgiu o conceito de “mediador”

e os sistemas mediadores de lacase (LMS) (4,12).
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2.1.2.1. Sistemas Mediadores de Lacase

Os mediadores sao descritos como moléculas de pequeno peso molecular passiveis de
serem oxidados pela lacase, gerando radicais com elevado potencial redox, que promovem
a oxidacdo de outros compostos (2,11,15). Alguns dos mediadores ja identificados sdo o
ABTS, o HBT (N-hidroxibenzotriazol), o VIO (&cido violurico), a HPI (N-hidroxiftalamida),
a NHA (N-hidroxiacetanilida) e o TEMPO (radical livre estavel de 2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidiniloxil) (11,15). Assim, os LMS (Figura 2.3) sdo definidos como sistemas reacionais
em que sao utilizadas moléculas mediadoras, para permitir a acdo da lacase sobre

determinados compostos, normalmente ndo fendlicos (4,15).

0, Lacase Mediador Substrato
Reduzida Oxidado

. Substrato

H,0 Lacase Mediador Oxidado

Figura 2.3 - Representacdo esquematica da catalise num LMS (Adaptado de (4)).

O sistema baseia-se, numa primeira fase, na oxidacdo do mediador pela lacase,
envolvendo a perda de um Unico eletrdo. Consequentemente, verifica-se a formacdo de um
radical livre instavel que vai promover a transferéncia de eletrdes para um substrato que,
neste caso, pode ser ndo fendlico. Desta forma, ocorre uma oxidacdo indireta do composto
pela lacase (4,13). Um dos exemplos da aplicacdo deste tipo de sistemas € a utilizacdo de
polioxometalatos (POMs) como mediadores na oxidagéo da lenhina (17-19).

Os POMS sdo anides poliatdbmicos, constituidos por metais de transicdo, e podem ser
utilizados como agentes branqueadores, atraves da oxidacao da lenhina residual presente na
pasta de papel (17,19). De forma a garantir a reutilizagcdo do catalisador, é necessario
assegurar que o processo ocorre sob condicdes aerobias, tendo em conta que os POMs
reduzidos séo reoxidados pelo oxigénio, 0 que permite a sua regeneracdo. No entanto, esta
reacdo é extremamente lenta, o que reduz a aplicabilidade do processo (17,18). A utiliza¢&o
da lacase neste sistema permite que a oxidagdo dos POMSs se torne um processo
termodinamicamente favoravel. Assim, neste LMS, os POMs oxidam a lenhina residual e a
lacase assegura a reoxidacdo dos POMs reduzidos no mesmo passo do processo (17-19).

A grande vantagem de utilizar compostos mediadores reside no facto de aumentar em

larga escala o portefdlio de substratos da enzima, podendo assim potenciar novas aplicagdes
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da mesma (4,11,15). Além disso, permite também aumentar o rendimento e a velocidade das
reacOes de oxidagdo (11). No entanto, a utilizacdo de mediadores apresenta duas grandes
limitacGes, uma vez que estes compostos sdo normalmente caros e, por vezes, geram
produtos que se tornam tdéxicos para 0 ambiente e inibidores para a enzima (4,11). A
descoberta de mediadores de ocorréncia natural, como é o caso da anilina, do &cido 4-
hydroxibenzoico, do alcool 4-hidroxibenzilico, do siringaldeido e da acetosiringona, veio

trazer uma nova janela a investigacao sobre este tipo de sistemas (2,15).

2.1.3. AplicacBes Biotecnoldgicas

A lacase é uma enzima amplamente estudada no que diz respeito a sua utilizacdo em
processos biotecnoldgicos (13). Este facto deve-se, em grande parte, ao alargamento do leque
de substratos da enzima com a utilizacdo dos LMS (11). Na Tabela 2.1 sdo apresentadas

algumas das aplicagdes mais estudas (3,4,13).

Tabela 2.1 - Aplicagdes da lacase em diversas areas.

Area Aplicacio Referéncia
Indastria Textil girg;%‘:fiﬁg“e”to : g%
Industria Papeleira gf;gﬁizriirl&gnhma gg
Industria Alimentar : Egggﬁ?;:ggnég vinho ggg

» Tratamento de efluentes *(26,27)

Biorremediacdo | 1 tamento de solos *(28)

* Sintese de medicamentos ~ +(29)

Higiene e Saude | Produgdo de produtos *(30)

* Células de Biocombustivel < (31)
Medicina e Nanobiotecnologia  * Biossensores *(32)
* Imunoquimica *(33)

A industria téxtil é uma das areas onde a lacase é amplamente utilizada (4,13). Tendo
em conta o seu potencial de oxidagdo, é aplicada no melhoramento do branqueamento do
algoddo e tambeém na conversdo in situ de alguns percursores de corantes, de forma a
promover um tingimento mais eficaz (20,34,35). Além disso, é também aplicada em
biostoning (obtengao dos tecidos com aspeto “gasto”) e em detergentes para a lavagem da

roupa (21,36). A escolha do método bioldgico em detrimento de processos quimicos e/ou




REviIsAo BIBLIOGRAFICA

fisicos promove uma reducdo no tempo, na energia e na quantidade de 4gua necessarios para
0 processo, tornando-se assim uma melhor alternativa em termos ambientais (4,13).

No processo de fabrico do papel, é necessario que ocorra uma remocao da lenhina,
para que a celulose existente na madeira seja processada. Dado o seu carater lenhinolitico, a
lacase € utilizada no processo de branqueamento, através da remog&o de lenhina residual e
de alguns compostos fendlicos, promovendo a obtengdo de uma pasta mais branca e com
melhores propriedades mecanicas (22,23). Tal como na industria téxtil, também na industria
papeleira a utilizacdo da lacase revela vantagens como a poupanca de energia e de reagentes
oxidantes, produzindo efluentes com menor grau de toxicidade (37).

A estabilizacdo do vinho é uma das principais aplicacbes da lacase na industria
alimentar (25,38). Durante o processo de maturacdo, a enzima € utilizada para oxidar 0s
polifendis existentes no vinho, melhorando assim as suas propriedades organoléticas (25).
Além disso, estd também envolvida na oxidacdo de alguns compostos fendlicos existentes
em sumos de fruta (39). Através da reducao do oxigénio, a lacase é responsavel por aumentar
0 tempo de armazenamento da cerveja e por melhorar o empacotamento de alguns alimentos,
atendendo a que a presenca de oxigénio pode deteriorar a qualidade dos alimentos embalados
(24,40). Por fim, a lacase apresenta outras aplicagdes na area alimentar, nomeadamente na
determinacdo de &cido ascdrbico (41), no processo de cozimento (42) e na gelificacdo da
pectina da beterraba (43).

O tratamento de efluentes, tanto industriais como domésticos, € uma obrigatoriedade
ambiental. Dado o seu poder de oxidacdo, a lacase tem vindo a ser estudada e aplicada em
processos de biorremediacéo (3,38). Além de serem substratos da lacase, os fendis e 0s seus
derivados, como os clorofenois, dimetoxifendis e nitrofenois, sdo 0s compostos organicos
mais toxicos neste tipo de efluentes (38). Assim, a sua remocao é facilitada através do seu
tratamento enzimatico. Por outro lado, também outro tipo de compostos, como o carbazol
oxidado, N-etilcarbazol, fluoreno, alcenos e dibenzotiofeno séo oxidados pelos LMS (3). A
lacase também provou ser eficaz na descoloragéo de efluentes com determinados corantes,
como o Azure B, Brilliant green, Congo Red, Violeta de cristal, Remazol Brilliant Blue R,
entre outros (26,27). Por fim, é também descrito que os LMS tém também aplicacdo no que
diz respeito a degradacdo de herbicidas e pesticidas, revelando-se assim importantes na

biorremediacéo de solos (28).
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A nivel farmacéutico, a lacase € utilizada na sintese de farmacos, como anestésicos,
anti-inflamatorios, antibidticos e sedativos, entre outros (4,13). Além disso, a literatura
reporta que a lacase apresenta elevada atividade inibitoria da transcriptase reversa do virQs
HIV-1 e é também utilizada no combate a aceruloplasminemia (perda de ceruloplasmina,
uma multicopper oxidase que regula a homeostasia do ferro) (4,29). Mais recentemente e
atendendo ao seu potencial de descoloracdo, a lacase foi testada na area da higiene, no fabrico
de alguns produtos, como desodorizantes, pastas de dentes, elixires, detergentes, sabdes e
fraldas (30,44).

As células de biocombustiveis sdo fontes de energia extremamente atrativas,
especialmente ao nivel da escala portatil (4). Estas células apresentam um potencial de
conversdo de energia muito elevado, bem como uma baixa poluicéo, tendo em conta as fontes
de energia existentes (31). Neste tipo de sistemas, a lacase pode ser imobilizada no catodo,
dado o seu elevado potencial de oxidacdo (31). Esta aplicacdo é muito importante na area
médica, permitindo assim que determinados implantes no corpo humano que necessitam de
uma fonte de energia constante possam ter sucesso (4). Outra vertente importante da
utilizacdo da lacase é na area de nanobiotecnologia, nomeadamente no fabrico de
biossensores. Esta enzima ja é amplamente utilizada em diversos tipos de biossensores,
desde sensores de oxigénio, glucose, aminas arométicas e compostos fendlicos, entre outros
(32). Além dos biossensores, a lacase pode ser tambeém combinada com outra biomolécula,
de forma a ser utilizada como agente bioldgico de identificacdo em testes como ELISA (do
inglés, Enzyme-linked Immunosorbent Assay) e Western blotting, e ainda em histoquimica,
citoquimica e na detecdo de acidos nucleicos (33).

Embora atualmente existam diversas aplicacbes para a lacase, a sua utilizacdo
industrial tem vindo a ser condicionada pela fraca estabilidade que esta apresenta
comparativamente aos catalisadores quimicos, bem como pela dificuldade na sua
recuperacdo dos meios reacionais com posterior reutilizacdo ou utilizacdo em reatores
continuos (4,13). De forma a ultrapassar estas limitagdes na sua aplicagcdo, um dos caminhos

a seguir passa pela imobilizacdo da lacase, para uma posterior otimizagao de processos (45).
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2.2.Imobilizacéo
A imobilizagdo de um biocatalisador consiste no seu confinamento a uma regido
restrita (46). A utilizacdo de enzimas imobilizadas apresenta inimeras vantagens e

desvantagens, conforme se apresenta na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Vantagens e desvantagens da utilizacdo de biocatalisadores imobilizados (Adaptado de (46)).

Vantagens Desvantagens
* Retengdo do biocatalisador no reator * Perda de atividade catalitica
+ Concentracdes elevadas do biocatalisador * Processo empirico

» Microambiente controlado do biocatalisador
* Fécil separagdo do meio reacional

A retencdo de uma enzima num biorreator permite operar o sistema em continuo, o
que se revela bastante vantajoso no que diz respeito a sua utilizacdo em processos industriais
(46,47). Além disso, possibilita a operagdo com elevados volumes e, consequentemente com
elevadas taxas de diluicdo, ja que elimina o risco de ocorréncia de wash-out (46). Por outro
lado, a imobilizacdo enzimatica permite operar com elevadas concentracGes de
biocatalisador, 0 que potencia a produtividade e a rapidez da bioconversdo (46). Outra
vantagem resulta do confinamento da enzima a um espaco limitado, promovendo a criagcao
de microambientes, isto €, permite que na vizinhanca da enzima se criem condicBes
diferentes daquelas que se verificam no interior do reator. Desta forma, pode promover-se
um efeito protetor do biocatalisador face a condi¢cfes de operacdo extremas e também face a
potenciais compostos inibidores (45,46). Por fim, o processo de imobilizacdo permite a
recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador, tornando a sua concentracdo residual no
produto final (46).

A perda de atividade catalitica € uma das grandes preocupacfes nos processos de
imobilizacdo. O decréscimo verificado na atividade catalitica pode ser causado pela possivel
desnaturacdo proteica da enzima durante o protocolo de imobilizacdo, por alteracbes
conformacionais que se verifiguem na estrutura secundaria e por dificuldades na
transferéncia de massa, no caso de métodos de ocluséo (46,48). Por outro lado, a otimizagéo
das condicGes e metodologias de imobilizagdo para os varios sistemas enzimaticos deve ser
feita caso a caso, de forma empirica, tornando-se o controlo e a modelacdo bastante

complexos (46).

10
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2.2.1.Efeitos sobre as propriedades enzimaticas

O processo de imobilizacdo promove alteracBes nas carateristicas das enzimas,
nomeadamente na sua atividade, estabilidade e seletividade (45,47,49).

Em suportes sélidos porosos, a enzima beneficia dum efeito protetor face a potenciais
inibidores e as condi¢des extremas da reacdo. Esta protecdo pode potenciar um aumento na
atividade enzimatica, face a situagdes em que a enzima livre se encontra sujeita a0 mesmo
tipo de condigdes (50). Tal facto pode ser provocado pela imobilizacdo da enzima no interior
da matriz, que atua como uma barreira, protegendo a enzima de condi¢des extremas como
pH e temperatura, e também de substancias inibidoras e/ou desnaturantes que possam estar
presentes no meio reacional (50). Contudo, este tipo de suportes cria também problemas de
difusdo do substrato, o que influencia diretamente a taxa de conversdo do mesmo (46,51).
Assim, o efeito de protecdo que ocorre em processos de imobilizacdo origina microambientes
que alteram significativamente a atividade enzimatica (46,50,51).

A estabilidade de uma enzima livre em solucdo é determinada pela sua estrutura
intrinseca, enquanto que, apds a imobilizacdo, este parametro passa a depender de varios
fatores, tais como, as propriedades da interacdo entre a enzima e o suporte, 0 nimero de
ligagBes, 0 microambiente a que a enzima esta sujeita, as carateristicas fisicas e quimicas da
matriz e as condi¢cdes de imobilizacdo (50). As matrizes porosas permitem que as moléculas
de enzima se dispersem totalmente, impedindo a interacdo com uma interface externa, o que
promove a estabilizacdo da enzima face as moléculas presentes no meio reacional (51). Por
outro lado, a ligacdo entre a enzima e o suporte deve ser efetuada a varios niveis, para que
ocorra uma consolidagéo da estrutura enzimética, fomentando assim a sua estabilidade (52).
Durante o processo de imobilizacdo devem ser tidos em conta determinados parametros, tais
como, o tempo, o0 pH, a temperatura e os reagentes utilizados, pois véo interferir diretamente
com o processo, levando-o0, muitas vezes, ao fracasso (52). Desta forma, a imobilizacdo de
uma enzima pode permitir que esta se torne mais estavel, tanto a nivel operacional como de
armazenamento. No entanto, esse efeito sobre a estabilidade ndo é universal. Assim, ndo é
possivel identificar o método mais indicado para a imobilizacdo, sendo necessaria a
otimizagdo experimental do sistema (52).

As enzimas sdo biomoléculas que apresentam seletividade, atuam naturalmente sobre
determinados compostos, denominados como substratos. Em processos industriais,

pretende-se que a seletividade da enzima seja elevada, de forma a maximizar o rendimento

11
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da reacdo em termos do produto final pretendido. A imobilizacdo de um biocatalisador pode
causar alguma distor¢do do seu centro ativo, reduzindo a mobilidade dos grupos reativos.
Assim, manipulando esta alteracdo, podem ser modificados 0s centros ativos da enzima, de
forma a que se verifiqgue um aumento da seletividade do biocatalisador face a determinado
substrato (51,53). Aléem destes fatores, a seletividade pode também ser determinada pelas
carateristicas do suporte, nomeadamente o didmetro do poro e a difusdo do substrato (52).

2.2.2, Metodos

Os métodos de imobilizacdo podem ser divididos em dois tipos principais, sendo eles
a imobilizag&o por reticulacdo (cross-linking) com agentes bifuncionais (CLEC e CLEA) e
a imobilizacdo em suportes solidos, que pode ocorrer atraves da ligacdo do biocatalisador ao
suporte ou por oclusdo do mesmo (oclusdo, adsorc¢do, ligacédo ionica e ligacdo covalente)
(Figura 2.4) (50).

¢) Adsor¢ao d) Ligacao Ionica e) Ligacao Covalente

Figura 2.4 - Principais métodos de imobilizacdo de enzimas (Adaptado de (45-47)).

A imobilizacao de enzimas através de reticulacdo ndo envolve a utilizacdo de suportes
solidos, baseando-se em ligacOes covalente cruzadas atraves da adicdo de reagentes bi- ou
multifuncionais, resultando assim na formag&o de agregados tridimensionais insolGveis em
agua (49). Neste tipo de imobilizacdo podem destacar-se os CLECs (do inglés, Cross-linked
Enzyme Crystals) e os CLEAs (do inglés, Cross-linked Enzyme Aggregates) (46). Os CLECs

apresentam elevada atividade catalitica e estabilidade operacional, no entanto, é necessaria

12
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uma elevada pureza na enzima, de forma a que seja possivel obter os cristais da mesma (45).
Nos CLEAs, a purificacdo e imobilizagdo da enzima sdo combinadas numa Unica operacéo,
tornando-se mais simples de obter (49).

A imobilizacdo de biocatalisadores em suportes sélidos pode ser conseguida através
de uma ligacdo de natureza fisica, idnica ou covalente (45).

A adsorcdo é um fendmeno fisico que pode ocorrer através de interagdes fracas, do
tipo interacOes hidrofobicas, de van der Waals, eletrostaticas e pontes de hidrogénio (49).
Este método de imobilizacdo apresenta um elevado potencial a nivel industrial, atendendo a
sua simplicidade e baixo custo. No entanto, parametros como o pH do meio reacional, bem
como a sua forca ionica e hidrofobicidade, afetam significativamente o seu desempenho,
uma vez que estdo diretamente relacionados com o sucesso da imobilizacdo (45,46,54).
Desta forma, este tipo de interagcdes revela-se pouco eficiente em processos em que as
condicGes adotadas sdo extremamente rigorosas, como pH extremo e elevadas forcas idnicas
(46,49,53). Uma das formas de ultrapassar esta desvantagem passa por adotar uma adsor¢éo
de iGes metalicos (45,46). Este tipo de imobilizacdo baseia-se na interacdo entre ides
metalicos e os residuos de cisteina e histidina que se encontram na superficie das enzimas,
através de ligacdes de coordenacdo (55,56). Além de se conseguir uma forte adsorcao entre
a enzima e o suporte, este método é reversivel, o que implica que o suporte pode ser
reaproveitado mesmo apdés a dessorcao da enzima (56).

As resinas de troca idnica podem ser utilizadas como suporte de imobilizacéo,
estabelecendo ligacdes idnicas com o biocatalisador (46). Embora as ligaces entre a matriz
e a enzima sejam mais fortes do que na adsorcao, as limitacGes determinadas pelas condi¢Ges
do meio reacional séo semelhantes, verificando-se a dessor¢cdo da enzima em situacOes de
elevada forca ionica ou variagfes de pH extremas (46).

Industrialmente, a imobilizagcdo de enzimas atraves de ligacbes covalentes pode ser o
método mais interessante, ja que este tipo de ligacdes se revela bastante forte e estavel
(55,56). O processo baseia-se em dois passos principais, sendo primeiro necessario ativar o
suporte atraves da adigdo de grupos eletrofilicos, para que, posteriormente, ocorra a ligagdo
da enzima & matriz (46,53). Os aminoacidos normalmente envolvidos neste tipo de ligaces
sdo as cisteinas (grupo tiol), as serinas e treoninas (grupo hidrdxilo), as lisinas e argininas
(grupo amina), o aspartato e o glutamato (grupo carboxilico) e a tirosina (grupo fenol)

(49,53). A ligacdo entre a enzima e o suporte pode ser conseguida de forma direta ou através
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da introdugdo de spacers, como o glutaraldeido, que oferecem uma maior mobilidade a
enzima (46,49,53). Uma das grandes desvantagens deste método baseia-se no carater
irreversivel da ligacao estabelecida entre a enzima e o suporte (53). Desta forma, é necessario
descartar o suporte aguando da perda de atividade catalitica da enzima, o que, neste tipo de
imobilizacéo, se verifica com grande frequéncia (45).

A oclusédo baseia-se no aprisionamento de enzimas em matrizes poliméricas solidas
que apresentam poros de dimensdes microscopicas (45,46). Além de apresentar uma elevada
simplicidade, este método nédo interfere com a configuracdo estrutural da enzima, o que se
revela de extrema importancia quando se fala em processos cataliticos que se baseiam na
afinidade da enzima com o seu substrato (49). Por outro lado, a matriz porosa funciona como
protecdo da biomolécula face as condi¢bes do meio que a rodeia, prevenindo assim possiveis
problemas relacionados com alteracdes de pH e temperatura (49). No entanto, a ocluséo
apresenta graves problemas no que diz respeito a quantidade de enzima que pode ser
incorporada na matriz e também em relacdo as limitagdes de transferéncia de massa,

provocadas pelo dificil acesso do substrato ao biocatalisador (49,53).

2.2.3.Tipos de Suportes

A selecdo de uma matriz de suporte para um processo de imobilizagdo implica a
avaliacdo de diversos parametros, tendo em conta a estrutura e a atividade da enzima em
causa, 0 método que sera escolhido para a imobilizacéo e a aplicacdo do sistema (46). Assim,
um suporte ideal carateriza-se por ser um material inerte, resistente, estavel, regeneravel,
com capacidade de aumentar a especificidade/atividade enzimatica e de reduzir a inibicao
pelo produto, a adsor¢@o ndo especifica e a contaminagdo microbiana (47,57). Além disso,
deve ser um material acessivel em termos de custos, de forma a ndo condicionar a sua
aplicacdo (54,58).

Os materiais utilizados para o fabrico dos suportes de imobilizagdo podem ser
divididos em dois grandes grupos, 0s organicos e 0s inorganicos, de acordo com a sua
natureza quimica (54).

Os polimeros naturais, como o alginato, o quitosano e a celulose, sdo alguns dos
materiais organicos utilizados em processos de imobilizagédo (54,57,58). Além dos naturais,
existem também polimeros organicos sintéticos, como o caso do cloreto de polivinil, o
poliuretano, a polianilina, a poliacrilamida, o nylon e o polietilenoglicol (PEG) (54). A
grande vantagem da utilizacdo destes polimeros reside no facto de poderem ser aplicados em
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diferentes métodos de imobilizacdo, tornando-se assim materiais muito versateis (45,54).
Além disso, a funcionalizacdo deste tipo de suportes € relativamente facil (57). No entanto,
a sua fraca resisténcia quimica e mecanica prejudica o seu desempenho em condi¢bes
operacionais agressivas, limitando também as suas possibilidades de regeneracao (46).

Em relagdo aos materiais inorganicos, destacam-se a silica, o vidro e o carvdo ativado
(57). Estes suportes sdo quimicamente inertes e tém uma boa estabilidade mecanica e
térmica, 0 que se revela bastante vantajoso (54). Porém, os grupos funcionais que se
encontram na superficie deste tipo de materiais sdo quase exclusivamente grupos hidréxilo,
0 que limita o tipo de ligacdo estabelecida entre o suporte e a enzima. Para ultrapassar esta
questdo, utilizam-se técnicas de ativacao destes suportes, sendo esta uma &area ainda pouco
explorada (46).

A nanotecnologia tem desempenhado um papel muito importante no desenvolvimento
de novos suportes de imobilizagdo, sendo considerada uma das &reas de investigagdo mais
promissoras (46). Materiais como as nanofibras e as NPs tém sido amplamente estudados
em diferentes métodos de imobilizacdo, de forma a permitir obter sistemas enzimaticos mais
eficazes (47).

2.3.Nanoparticulas

As NPs definem-se como particulas que apresentam pelo menos uma dimensdo entre
1 e 100 nm, apresentando propriedades distintas consoante a sua composic¢ao (47,59). O
tamanho das NPs confere-lhes propriedades fisicas diferentes dos materiais com maiores
dimens@es, potenciando assim inimeras vantagens no que diz respeito a sua utilizacao,
nomeadamente, a estabilidade quimica, a uniformidade no tamanho e a possivel utilizacéo
em processos de grande escala (60,61).

A imobilizacdo de enzimas em NPs é uma estratégia que apresenta diversos pontos
fortes, entre eles a reduzida resisténcia a transferéncia de massa, o que confere elevada
sensibilidade ao metodo; a elevada carga enzimatica efetiva, potenciando a utilizagdo deste
tipo de suportes na reproducdo de cascatas enzimaticas; a elevada area superficial, tornando
0 contato com o meio reacional mais eficaz; a elevada resisténcia mecanica, que se revela
muito importante em sistemas sujeitos a stress mecanico; e a minimizagéo dos problemas de
difusdo (47). No entanto, algumas NPs, como as NPs de ouro e diamante, tém elevados
custos de sintese, tornando assim inviavel a sua utilizacdo a escala industrial; os estudos

efetuados no scale-up de processos que envolvem a imobilizacdo em nanomateriais Sao
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muito reduzidos, ndo sendo ainda possivel a sua implementacéo; e verificam-se dificuldades
na remogdo das particulas do meio reacional (47,60).

Atualmente, as NPs magnéticas (MNPs) tém ganho uma maior relevancia na escolha
da estratégia de imobilizacdo de enzimas, ndo so por serem facilmente removidas do meio
reacional, através a aplicacdo de campos magnéticos externos, como também por

apresentarem inimeras potenciais aplicacdes (47).

2.3.1.Nanoparticulas Magnéticas

As MNPs sao compostas por elementos magnéticos, como por exemplo o ferro, cobalto
e niquel, ou por compostos como os Oxidos de ferro, como a magnetite (FesO.) e a
maguemite (y-Fe203) (59,62).

O facto de as NPs apresentarem propriedades carateristicas do seu tamanho ganha
especial relevancia nas MNPs, ja que o dominio magnético das mesmas pode coincidir com
a propria particula, pois a diminuicdo do tamanho da particula torna energeticamente
desfavoravel a formacdo de dominio magnéticos (62-64). Este tipo de particulas
denominam-se por particulas monodominio e originam dois tipos de comportamento
magnético, o0 comportamento ferromagnético (FM) e o comportamento superparamagnético
(SPM) (61,65).

a) b)
Mr Ms Ms
M He M Hc
0 0
H H

Figura 2.5 - Curva de magnetizagdo de MNPs monodominio com (a) comportamento FM e (b)
comportamento SPM, em que M indica a magnetizagdo e H o campo magnético aplicado (Adaptado de (64—
66)).

O comportamento FM ocorre quando o material apresenta magnetizagédo, mesmo na
auséncia de um campo magnético externo (65). Este tipo de comportamento magnético
carateriza-se por exercer um efeito de longo alcance, permitindo a interacdo entre o0s

momentos magnéticos das MNPs e o alinhamento dos seus campos magnéticos na dire¢éo
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do campo magnético externo (61). O valor de magnetizacdo ao qual ocorre o alinhamento
total dos momentos magnéticos é denominado por magnetizacdo de saturacdo (Ms) (61,65).
Apdbs atingir a saturacdo, o campo magnético externo é reduzido a zero e as MNPs
apresentam uma magnetizacdo residual mensurdvel, denominada por magnetizacao
remanescente (Mr) (61,65). A reversdo do campo magnético no sentido oposto a Mr provoca
0 desalinhamento dos momentos magnéticos das MNPs. Desta forma, o valor do campo
externo necessario para que a magnetizacdo volte ao valor nulo € denominada por
coercibilidade (Hc) (61,65). Na curva de magnetizacdo tipica do comportamento FM, a
magnetizacdo encontra-se sempre desfasada do campo magnético externo aplicado,
originando um ciclo de histerese (Figura 2.5 (a)) (61,65).

No caso do comportamento SPM, os momentos magnéticos das MNPs tém tendéncia
a alinhar-se paralelamente ao campo magnético aplicado, verificando-se assim magnetizacao
das mesmas (61,65). Em particulas com dimensdes muito reduzidas, com tamanho inferior
ao dos dominios magnéticos, a energia de ativacdo térmica é suficiente para que 0s
momentos magnéticos se desalinhem. Esta desordem leva a que, na auséncia de um campo
magnético externo, a magnetizacdo que se verifica seja nula, ndo existindo assim Hc (Figura
2.5 (b)) (66).

As MNPs mais utilizadas para aplicacdes biotecnoldgicas sdo de éxido de ferro, dentre
as quais se destacam as MNPs de magnetite (FezO4), dadas algumas das suas carateristicas
como a baixa toxicidade e a elevada biocompatibilidade (61,66,67). A magnetite é composta
por ides ferro em dois estados de oxidacdo diferentes (Fe** e Fe®"), organizados numa
estrutura de espinela invertida (59,62). Consequentemente, a magnetite macrocristalina
apresenta um comportamento ferrimagnetico, isto é, na auséncia de campo magnético
externo, apresenta dipolos magnéticos mais fracos alinhados antiparalelamente aos dipolos
magnéticos mais fortes adjacentes, o que gera um valor de magnetizacao residual (64). Para
dimensGes inferiores a cerca de 20-30 nm, as NPs de magnetite ndo apresentam
magnetizacdo residual ap0s a remocdo do campo magnético externo (a temperatura

ambiente), adotando um comportamento SPM (61,67).

2.3.1.1. Sintese
Com o desenvolvimento da nanotecnologia, muitos métodos eficazes foram

desenvolvidos para a sintese de NPs. Na Tabela 2.2 apresenta-se uma revisdo dos métodos
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mais utilizados especificamente na preparacdo de MNPs, avaliando as suas principais

vantagens e desvantagens.

Tabela 2.3 - Vantagens e desvantagens dos métodos de sintese de MNPs (Adaptado de (59,63)).

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Deposicao em fase

Facil execucdo
Elevada homogeneidade na

Controlo dificil do

Fisicos gasosa pureza e composicéo das NPs tamanho das NPs
Litografia por feixe Bom controlo do c
~ aro
de eletrdes espagcamento entre NPs
Sintese sol-gel Controlo extremo do tamanho Iﬁ:)%i%a?egiféancia
g e estrutura interna das NPs -
Elevada permeabilidade
Hidrélise oxidativa Tamanho e distribuicdo Formag&o de coloides de
uniformes das NPs ferrite
Co-precipitacéo Simples e eficiente Baixa pureza
S . Utilizagéo de
Decomposicéo térmica Tamanho das NPs uniforme tensioativos
Reaces hidrotérmicas Facil controlo do tamanho Elevadas temperaturas e
¢ e da forma das NPs tempos de reacdo
Sintese de injecdo de Elevada reprodutibilidade e glqeuci(:)s:r:j:rc]jt%de
Quimicos fluxo homogeneidade muito especializado
Eletroquimico Facil controlo do tamanho Pouco reprodutivel
q das NPs P
sgfgﬁqesogf %0 Distribuig&o estreita dos Mecanismo pouco
POSIG tamanhos das NPs conhecido
sonoquimica
Fase aerosol/vapor Elevado rendimento Elevadas temperaturas
Eficiente controlo do
Fluido supercritico tamanho Pressao e temperatura
P Sem necessidade de solventes  criticas
organicos
. Controlo preciso do tamanho I
Sintese em nanoreatores - Condigdes complexas
e da composigdo das NPs
Elevado rendimento
. . . . Boa reprodutibilidade
Microbianos  Incubacdo microbiana Bom scale-up Moroso
Baixo custo

Os métodos fisicos de sintese de MNPs baseiam-se em técnicas que envolvem fases

solidas ou gasosas, com recurso a altas energias (59,62). A grande vantagem deste tipo de

métodos é a sua fécil execucdo. No entanto, ndo permite um bom controlo do tamanho das

MNPs, o que se revela bastante problematico, dado que este parametro condiciona as

propriedades que as particulas apresentam (63). Os metodos quimicos tém ganho uma maior

prevaléncia no que diz respeito a sintese deste tipo de nanomateriais, tendo em conta que

permitem um bom controlo do tamanho das MNPs, além de serem métodos que apresentam

18



REviIsAo BIBLIOGRAFICA

elevados rendimentos (59,63). Por fim, os métodos microbianos, embora apresentem muitas
vantagens no que diz respeito ao seu rendimento e reprodutibilidade, sdo métodos
extremamente morosos, pois envolvem as cinéticas de crescimento de populagdes
microbianas, exigindo passos de fermentacdo com condi¢des muito bem definidas (59,63).

Na sintese de NPs de oxidos de ferro magnéticos sdo utilizadas, essencialmente, duas
técnicas diferentes, a co-precipitacdo e a decomposicao térmica (59). A co-precipitagdo é um
método bastante simples e que permite elevados rendimentos, no entanto, as dimensdes das
nanoparticulas obtidas sdo normalmente polidispersas, ndo se verificando um bom controlo
do tamanho das mesmas (61). Esta técnica baseia-se na co-precipitacdo de uma mistura de
sais de ferro (1) e ferro (I11), em meio alcalino, utilizando bases como o hidréxido de sodio
ou a amonia (59,63). Frequentemente, realiza-se a co-precipitacdo controlada na presenca de
miniemulsdes (nanoreactores) de modo a obter um controlo mais rigoroso da distribuicéo do
tamanho das NPs (61). Em alternativa, as NPs de FesO4 podem ser preparadas a partir da
hidrélise oxidativa de um sal de ferro (II) em meio aquoso alcalino (68). Este método de
sintese exige um controlo rigoroso das condicBes da reacao, especialmente do pH e da
temperatura, uma vez que a variacao deste valor pode implicar a formacdo de outros tipos
de MNPs (68).

As MNPs podem também ser sintetizadas por decomposicdo térmica de percursores
de ferro, em solventes tensioativos com ponto de ebulicdo elevado (59,61). A adicdo de
surfatantes durante o processo promove a estabilidade coloidal, além de permitir a dispersao
das NPs em solventes apolares. Ao contrario da co-precipitacdo, este método permite obter
particulas monodispersas, com didmetros entre 0os 3 e 0os 50 nm (61). A utilizacdo de
solventes tensioativos origina MNPs hidrofobicas, resultantes da formagéo de peliculas na
superficie das particulas, o que reduz as possibilidades de aplicacdo deste tipo de materiais
em meios aquosos (61). Assim, € necessario efetuar a modificacdo da superficie das MNPs
para aumentar a sua afinidade com a fase aquosa. Esta modificagdo pode ocorrer por duas
vias distintas, através da adicdo de ligantes hidrofilicos ou pelo encapsulamento das MNPs
com revestimentos heterofuncionais (59).

A adicdo de ligantes hidrofilicos envolve a substituicdo das moléculas de tensioativos
por moléculas organicas ambidentadas (59,61). Estas moléculas apresentam dois grupos
funcionais, em que um deles se liga na superficie da NP e o outro permite que a NP seja

estavel em solugcbes aquosas (61). Para garantir que a troca é realmente efetuada, séo
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utilizadas moléculas organicas com afinidade superior para a superficie da NP, podendo
também utilizar-se apenas uma solucéo de ligante com uma concentracdo suficientemente
elevada (61).

A estratégia de encapsulamento baseia-se na utilizagéo de diversos tipos de moléculas
e polimeros, como o PEG, o alcool polivinilico (PVA), o amido, a albumina, o quitosano,
entre outros, para o revestimento das MNPs (61). O revestimento inorganico mais utilizado
é a silica amorfa, pois apresenta algumas carateristicas como a baixa citotoxicidade, elevada
estabilidade e facilidade de execucdo. Além disso, este tipo de revestimento das NPs permite
prevenir a sua oxidacéo (59). O processo de silanizacdo baseia-se numa primeira hidrolise
das moléculas de silanos, como o tetraetoxisilano (TEOS) ou o 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES). Seguidamente, ocorre uma reacdo de condensacdo entre os grupos Si-OH silanol

e os grupos OH da superficie da MNP, originando-se uma ligagéo estavel (59).

2.3.1.2. Aplicacoes
Com o desenvolvimento da nanotecnologia e atendendo as propriedades que
apresentam, as MNPs tém vindo a ser aplicadas nas mais vastas areas e com as mais diversas

finalidades (Tabela 2.4).
Tabela 2.4 - Aplicagdes de MNPs.

Area Aplicagdo Referéncia
Industrial e  Dessulfurizacdo de gas (69)
natural
e Aplicacio de farmacos (70)
Biomédica e  Técnicas terapéuticas (70)
e Técnicas de diagnéstico (71)
Ambiental e Remediacio (72)

e Analise de contaminantes
Alimentar e microrganismos (62)
patogénicos

As MNPs de oxidos de ferro sdo utilizadas frequentemente na ceramica e pintura como
pigmentos sintéticos (59,61). Além disso, a nivel industrial, sdo muito utilizadas como
catalisadores em diversos processos, desde a preparacdo de amoniaco, a dessulfurizacéo de
gas natural, a sintese de hidrocarbonetos, a desidrogenacdo do etilbenzeno a estireno, a

oxidacéo de alcoois e a sintese a larga escala de butadieno (67,69).
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O carater magnético deste tipo de NPs e a sua elevada capacidade de retencdo de
pequenas moléculas promovem a sua utilizagdo na biomedicina, permitindo que a aplicacéo
de farmacos seja mais eficaz (67). Além disso, as NPs de magnetite estdo também a ser
testadas em tratamentos como a hipertermia, dado que permitem a transferéncia de energia
sob a forma de calor para tecidos tumorais, levando assim a destruicdo das células afetadas
(59).

A utilizacdo das MNPs em técnicas de diagnostico através da imobilizacao de proteinas
na sua superficie, como a ressonancia magnética nuclear (RMN), apresenta bons resultados
(71). Por outro lado, podem ser também utilizadas para avaliar estudos imunoldgicos, atraves
de magnetorrelaxometria, uma técnica que mede o decaimento da magnetizacdo de MNPs
apos a remoc¢do do campo magnético externo (59). Nas diferentes técnicas de diagnostico
utilizadas atualmente, por vezes, é necessaria a separacao de biomoléculas, como DNA e
proteinas. Esta biosseparacdo pode também ser conseguida através da marcacdo destas
moléculas biolégicas com MNPs, e posterior aplicacdo de um campo magnético externo. As
grandes vantagens da utilizacdo das MNPs face a outras técnicas de separacao residem na
boa dispersabilidade, a ligacdo rapida e efetiva as biomoléculas, a sedimentacdo reversivel e
controlavel e a fécil e rapida separacdo do meio circundante, apresentando-se assim como
excelentes sistemas para a aplicacdo de farmacos (67,70). Por fim, as MNPs sdo também
utilizadas como suporte para catalisadores, tanto quimicos como biolégicos, em reacdes de
hidroformilacédo, hidrogenacao, polimerizacdo, hidrolise, entre outras (67).

Na area ambiental, as MNPs séo vistas como ferramentas extremamente versateis no
que diz respeito a remediacdo de diversos compostos, organicos e inorganicos (67,72).
Normalmente, a remogéo de compostos organicos recorrendo a MNPs remete para a remogao
de corantes que sdo facilmente detetados em efluentes de diferentes tipos de industrias. Em
relacdo a remediacdo de compostos inorganicos, destacam-se as toxinas metalicas. Estes
compostos sdo adsorvidos a superficie das MNPs e, posteriormente, removidos de aguas
residuais (67).

A seguranca alimentar exige que cada vez mais sejam desenvolvidas novas técnicas
que permitam a detecdo de contaminantes, permitindo assim assegurar a qualidade dos
alimentos. Embora atualmente existam técnicas que demonstrem bons resultados, existem
algumas desvantagens que lhes estdo associadas, nomeadamente a complexidade, a

morosidade e a necessidade de material caro e muito especifico (67). Assim, torna-se
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importante desenvolver técnicas mais rapidas, mais simples, com maior sensibilidade e
seletividade (62). As NPs de oOxidos de ferro sdo utilizadas em técnicas de detecdo para
andlises alimentares através de duas formas diferentes, como modificadores de elétrodos ou
como pré-concentradores da amostra (62). Uma das carateristicas deste tipo de MNPs € a
possibilidade de transferéncia de carga. Desta forma, estas nanoparticulas sdo utilizadas em
elétrodos de detecdo para que se verifique um aumento na sensibilidade do método, através
da acentuacéo da transferéncia de eletrGes entre o analito e o elétrodo (62). Por outro lado,
dada a possibilidade de imobilizacdo de biomoléculas na sua superficie, as MNPs podem
facil e rapidamente detetar e capturar analitos em amostras complexas, atuando assim como
agentes concentradores (62). Em técnicas como PCR (do inglés Polimerase Chain Reaction),
ensaios imunoldgicos, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, HPLC (do
inglés High Performance Liquid Chromatography), biossensores e métodos oéticos, a
integracdo das MNPs demonstrou ser bastante vantajosa, pois aumenta a rapidez e a
sensibilidade dos processos (62).

A area da nanotecnologia tem tido a sua grande expansdo nas Ultimas décadas. Desta
forma, prevé-se que as MNPs ganhem cada vez mais importancia ao nivel das aplicacdes nas

mais diversas areas, tendo em conta todas as suas carateristicas Uinicas.

2.4.Imobilizacéo da lacase em nanoparticulas magnéticas

As vantagens da imobilizacdo enzimatica aliadas as propriedades Unicas apresentadas
pelas MNPs, tém potenciado a investigacdo nesta area. No entanto, no que diz respeito a
imobilizacdo da lacase em NPs de magnetite, sdo ainda poucos os trabalhos desenvolvidos.
Na Tabela 2.5 é apresentada uma sintese dos trabalhos publicados até a data sobre a
imobilizacéo da lacase em NPs de magnetite.

Huang et al. (2007) (73) estudaram a imobilizacdo da lacase em NPs compositas de
magnetite e tetraminoftalocianina de zinco, utilizando o glutaraldeido como spacer. A
enzima imobilizada apresentou uma constante de Michaelis-Menten (Kwm) de 20,1 UM, cerca
de 60 % superior ao Km apresentado pela enzima livre, 12,6 pM. Aléem dos parametros
cinéticos, também as estabilidades térmica, operacional e de armazenamento foram
avaliadas. A enzima imobilizada demonstrou maior estabilidade térmica do que a enzima
livre. Por outro lado, no que diz respeito ao estudo da estabilidade operacional, a enzima
imobilizada reteve 80% da atividade inicial apds 5 ciclos consecutivos, 0 que revela a

elevada capacidade de reutilizacdo do sistema. Por fim, em relacdo a estabilidade de
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armazenamento ap0s um més a 4°C, a atividade da enzima livre diminuiu para 30%,
enguanto que a atividade da lacase imobilizada se manteve nos 85%, verificando-se um claro

melhoramento deste parametro.

Tabela 2.5 - Trabalhos desenvolvidos sobre imobilizagdo de lacase em NPs de magnetite.

Revestimento Funcionalizacéo Resultados Referéncia

» Maior valor de Ky
Glutaraldeido * Elevada estabilidade de (73)
armazenamento e operacional
* Maior valor de Ky
Quitosano Glutaraldeido ZECZ;;/?SC:;;E(\QE; de (74)
armazenamento e operacional
* Maior valor de Ky
* Menor valor de Vmax
* Elevada recuperacéo de atividade
Quitosano Epicloridrina * Elevada estabilidade de (75)
armazenamento e operacional
* Elevada remocéo de Reactive
Yellow 2 e Reactive Blue 4
* Maior valor de Ky & Vinax

Sem
revestimento

. Carbodiimida * Elevada eficiéncia de imobilizagdo
Quitosano Cloreto ciandrico < Elevada estabilidade de (76)
armazenamento
* Menor valor de Ky
PEG . APTES_ * Maior valor de Vmix N 7
oncavalina * Elevada recuperacdo de atividade
* Efetiva remocéo de antibidticos
* Maior valor de Ky
o * Menor valor de Vimax
Acido oléico -~ Ac_|do, . * Elevada recuperacéo de atividade (55)
iminodiacético -
* Elevada estabilidade de
armazenamento e operacional
 Maior valor de Ky
Silica Acido * Elevada recuperacédo de atividade
mesoporosa iminodiacético * Elevada estabilidade de (78)

armazenamento e operacional
* Maior valor de Ky

Silica Poliacrilamida + Aumento da estabilidade térmica (56,79)
* Elevada remogéo de 2,4-DCP e PCP

Também Fang et al. (2009) (74) estudaram a imobilizacdo da lacase utilizando o
glutaraldeido como spacer. As NPs utilizadas foram NPs de magnetite com um revestimento
de quitosano. Neste sistema, a velocidade maxima da reacdo (Vmax) com a lacase livre foi

pouco superior & Vmax determinada para a enzima imobilizada, 5,29 mM.min e 4,25
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mM.min%, respetivamente. No entanto, o valor de K foi cerca de 4 vezes superior no caso
da enzima imobilizada, 140,6 uM em contraste com 31,1 uM verificados pela lacase livre.
A fim de avaliar a viabilidade do sistema, foram também estudadas as estabilidades
operacional e de armazenamento da lacase imobilizada. Os resultados obtidos demonstraram
que, apos 10 ciclos consecutivos, a enzima imobilizada reteve acima de 85% da sua atividade
inicial. Em relacdo ao armazenamento, apds 4 semanas a 4°C, a atividade da lacase
imobilizada manteve-se acima dos 85%, enquanto que a lacase livre apresentou apenas 30%
de atividade.

No entanto, o glutaraldeido néo é o Unico agente bifuncional utilizado na imobilizagéo
da lacase em NPs de magnetite. Bayramoglu et al. (2010) (75) utilizaram NPs de magnetite
revestidas com quitosano utilizando a eplicloridrina como spacer. Os resultados obtidos dos
parametros cinéticos demonstraram ser concordantes com os resultados anteriormente
referidos, verificando-se um aumento do Km e uma diminuigdo do Vmax Na reagdo com a
lacase imobilizada. Consequentemente, verificaram também a diminuicdo significativa da
eficiéncia catalitica do sistema, isto é, a razdo entre Vmax € Km. Além do estudo das
estabilidades operacional e de armazenamento, foi testada a utilizacdo do sistema de
imobilizacdo na degradacdo de corantes téxteis (Reactive Yellow 2 e Reactive Blue 4),
durante 18 h. Os resultados obtidos demonstraram a remocao de 82% de Reactive Yellow 2
e 59% de Reactive Blue 4, contrastando com os 71% de remocéao de Reactive Yellow 2 e
48% de Reactive Blue 4 apresentados pela enzima livre.

Com o mesmo tipo de NPs, Kalkan et al. (2012) (76) utilizaram a carbodiimida e o
cloreto cianarico como spacers, tendo obtido valores de Vmax superiores para os sistemas da
enzima imobilizada, contrariando assim a tendéncia dos resultados que outros autores
apresentam.

Além do quitosano, outros compostos foram utilizados como revestimento das NPs de
magnetite. Shi et al. (2014) (77) testaram a atividade da lacase imobilizada em NPs de
magnetite revestidas com PEG na remog&o de antibidticos. O estudo permitiu comprovar a
eficiéncia do sistema catalitico na remogao dos compostos considerados, com uma oxidagao
de mais de 95% dos compostos em 30 minutos de reacdo. Estes resultados foram conseguidos
através da imobilizacdo orientada da enzima, isto €, foi promovida a interacdo entre a
concanavalina A e a lacase, 0 que permitiu que a quantidade de enzima imobilizada na

superficie das NPs fosse bastante superior ao método utilizado sem a adi¢&o desta proteina.
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Desta forma, os valores de Vmax obtidos para o sistema imobilizado foram bastante superiores
aos valores apresentados pela lacase na forma livre.

Nos ultimos anos tem vindo a ser investigada a imobilizacdo da lacase através da
interacdo das histidinas da enzima com ides cobre que se encontram quelados na superficie
de diferentes MNPs.

Wang et al. (2008) (55) imobilizaram a lacase atraves deste tipo de interacdo em NPs
de magnetite revestidas com acido oleico e utilizando acido iminodiacético como agente
guelante. Também Wang et al. (2010) (78) utilizaram o mesmo composto como quelante dos
ibes cobre em NPs de magnetite revestidas com silica mesoporosa. Os resultados obtidos em
ambos os estudos foram semelhantes, tendo-se verificado mais de 85% de retencdo de
atividade da lacase imobilizada ap6s 10 ciclos cataliticos consecutivos e a retencao de mais
de 90% da atividade apds 1 més de armazenamento a 4°C.

Mais recentemente, Wang et al. (2012, 2013) (56,79) estudaram a imobilizacdo da
lacase em NPs de magnetite revestidas com silica, utilizando a poliacrilamida como agente
guelante dos iGes cobre. Os ensaios cinéticos da enzima imobilizada apresentaram um valor
de Kwm superior ao da lacase livre, 85,62 e 64,99 umol/L, respetivamente. No estudo da
estabilidade térmica verificaram que, a 65°C, a enzima imobilizada apresentava 25% de
atividade, enquanto que a lacase livre se encontrava praticamente inativa a mesma
temperatura. Este grupo investigou ainda a utilizacdo deste sistema de imobilizagcdo na
degradacdo de dois compostos especificos, 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) e pentaclorofenol
(PCP). Por conseguinte, verificaram que, apds 12 h de reacdo, se atingia uma eficiéncia de
remoc¢édo do 2,4-DCP de 91,47%. No caso do PCP, apds 0,5 h de reagdo, atingiram uma
eficiéncia de remocéo de 82,89%.

Tendo em conta os resultados verificados nos estudos desenvolvidos, a imobilizagdo
da lacase em NPs de magnetite afigura-se como uma mais-valia para a sua utilizacéo
industrial. Desta forma, torna-se imperativo a investigacdo continua e cada vez mais

aprofundada sobre este tipo de sistemas e as suas possiveis aplicacdes.
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Capitulo 3 - Materiais e Métodos

3.1.Preparacédo das nanoparticulas magnéticas
As MNPs foram preparadas por hidrolise oxidativa em meio alcalino, de acordo com
a metodologia descrita por Oliveira-Silva et al. (2015) (62). Para isso, foram utilizados os
reagentes descritos na Tabela 3.1. Todas as solugdes foram preparadas em agua Milli-Q,

obtida a partir do equipamento Synergy da Millipore com filtro de 0,22 pm.

Tabela 3.1 - Reagentes utilizados na producéo das MNPs (Adaptado de (80)).

Reagentes Fornecedor

Hidroxido de Potassio (p.a.)

(KOH)

Nitrato de Potéssio (97,2%)

(KNO3)

Sulfato de Ferro (II) Heptahidratado (>99,0%)
(FeS04.7H,0)

Tetraetil ortosilicato (>99,0%)

(Si(OC2Hs)4 - TEOS)

Amonia (25%) | Analar Normapur

Acido trimetoxisililpropiletilenodiamino triacético
(35%) | Gelest

(EDTA-TMS)

Acido acético glacial (99,7%) | Panreac
Etanol puro absoluto (p.a.) (399,9%) | Carlo Erba

LabChem

LabChem

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Acetona pura absoluta (p.a.) | Fluka

Sulfato de Cobre (II) Pentahidratado (> 99%)
(CuS04.5H,0)

Merck

3.1.1.Sintese de magnetite

Para a sintese de magnetite (Fe3Oa) foi necessario proceder a desoxigenagédo de agua
Milli-Q. Desta forma, foi borbulhado azoto gasoso, com agitacdo mecénica vigorosa durante
2 horas num determinado volume de agua Milli-Q. Seguidamente, foram adicionadas 1,899
gde KOH e 1,519 g de KNO3, a 25,0 mL de agua Milli-Q desoxigenada, num baldo de fundo
redondo com trés tubuladuras. A mistura resultante foi colocada num banho de parafina a
60°C, com injecdo continua de azoto e agitacdo mecénica sob refluxo a 500 rpm, de acordo
com a Figura 3.1. Apos esta fase, foram adicionados, lentamente, 25,0 mL de uma solucéo
aquosa contendo 4,75 g de FeSO4.7H20. A reagdo decorreu durante 30 minutos, com uma
agitacdo de 700 rpm. Depois disso, a mistura reacional foi transferida para um banho de
parafina a 90°C, sem agitacdo mas mantendo a corrente de azoto ligada. Apds 4 horas de

reacao, a suspensdo resultante foi separada magneticamente em duas fracdes, o sobrenadante
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e 0 precipitado, que corresponde & magnetite. O sobrenadante foi descartado e a magnetite
foi lavada vérias vezes com etanol p.a. e agua Milli-Q desoxigenada. Por fim, antes da
secagem por evaporacdo do solvente, foi efetuada uma lavagem final com acetona p.a.. O p6

obtido apos a secagem corresponde as NPs de magnetite, designadas por FezOa.

Legenda:

1 — Placa de aquecimento com
controlo de temperatura

2 — Tina com parafina

3 — Baldo redondo com trés
tubuladuras

4 — Vareta de vidro

5 — Condensador

6 — Borbulhador

7 — Agitador mecanico

8 — Termometro

9 — Corrente de azoto

10 — Entrada de agua

11 — Saida de agua

Figura 3.1 - Montagem utilizada para a sintese de NPs de Fe3Oa.

3.1.2.Silanizacao

O revestimento com silica das NPs foi efetuado recorrendo a adicdo de 50 mg de NPs
de Fe3O4 a 40,0 mL de etanol p.a., num baldo de erlenmeyer A suspenséo foi colocada no
sonicador, durante 10 minutos, de forma a permitir a dispersdo completa das NPs.
Seguidamente, foram adicionados 3,00 mL de amédnia 25% e 100,0 uL de TEOS e a
suspensdo foi sonicada novamente, durante 2 horas. De forma a controlar os efeitos da
libertacdo de calor que ocorre durante o funcionamento do sonicador, o baldo foi envolvido
numa determinada quantidade de gelo, em ambos os passos. Apoés esta fase, as NPs foram

separadas magneticamente do sobrenadante, sendo posteriormente lavadas com agua Milli-
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Q e etanol p.a.. Por fim, foram sujeitas a secagem por evaporac¢ao do solvente, obtendo-se
assim as NPs de magnetite revestidas com silica, designadas por FezOs@SiO».

3.1.3.Modificacéo superficial com EDTA-TMS

A modificacdo da superficie das NPs foi efetuada com o intuito de introduzir grupos
quelantes no revestimento de silica. Para isso, foram adicionadas 80 mg de FezOs@SiO: a
4,214 mL de agua Milli-Q, num baldo de fundo redondo com duas tubuladuras.
Seguidamente, foram adicionados 500,0 pL de acido acético glacial e 1,286 mL de EDTA-
TMS, sendo a mistura sujeita a agitacdo mecénica sob refluxo, a 70°C, durante 24 horas, de
acordo com a Figura 3.2. Apoés esta fase, as NPs foram separadas magneticamente para
posterior lavagem com agua Milli-Q e etanol p.a.. Por fim, as NPs foram sujeita a secagem
por evaporacdo do solvente, obtendo-se assim as NPs de magnetite revestidas com silica e
modificadas superficialmente com EDTA-TMS, designadas por Fe304@SiO,_EDTA-TMS.

Legenda:

1 — Placa de aquecimento com
controlo de temperatura

2 — Tina com parafina

3 — Bal&o redondo com duas
tubuladuras

4 — Vareta de vidro

5 — Condensador

6 — Agitador mecéanico

7 — Entrada de agua

8 — Saida de agua

Figura 3.2 - Montagem para a modificacao superficial com EDTA-TMS.
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3.1.4.Quelacéo dos ides cobre

A quelacdo dos ides cobre (Cu?*) nas NPs de Fes0.@SiO,_EDTA-TMS foi efetuada
de acordo com a metodologia adotada por Wang et al. (2013), salvo algumas alteragdes (56).
Desta forma, foram pesadas 15 mg de NPs de Fe30s@SiO, EDTA-TMS e foram
adicionados 5,00 mL de uma solucdo aquosa de CuSO4.5H20. A otimizag&o da concentragao
de Cu?* foi efetuada atendendo ao teor de EDTA-TMS funcionalizado na superficie das NPs,
indicado por Oliveira-Silva et al. (2015) (80) e a estequiometria da reacéo de quelacdo. Por
conseguinte, foram avaliadas trés estequiometrias diferentes (1:1, 1:5 e 1:10). Note-se que a
nomenclatura adotada se refere a razdo entre o nimero de moles de EDTA-TMS presentes
na superficie das NPs e o nimero de moles de Cu?" disponiveis para a quelacio,
respetivamente. A mistura reacional foi dispersa com o sonicador e, posteriormente incubada
a 30°C durante 10 h, a 150 rpm. No final da reagéo, as NPs foram separadas magneticamente
e lavadas com agua Milli-Q. Por fim, procedeu-se a secagem das NPs por evaporacdo do
solvente, obtendo-se assim as NPs de magnetite revestidas com silica e modificadas
superficialmente com EDTA-TMS quelado com Cu?*, designadas por FesO4@SiO,_EDTA-
TMS_Cu?.

3.2.Caraterizacdo das nanoparticulas magneticas
3.2.1.Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos através de espetroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Para isso foi utilizado o espetrémetro
Bruker Optics Tensor 27 com uma célula horizontal de refletancia total atenuada (ATR),
efetuando um total de 256 varrimentos no intervalo de 350 a 4000 cm™, com uma resolugéo

de 4 cm™.

3.2.2.Microscopia Eletrdonica de Transmissédo

A morfologia e o tamanho das NPs foram estudados através da microscopia eletrénica
de transmissé@o (TEM) utilizando o microscépio TEM Hitachi H-9000, operando a 300 kV e
no microscopio TEM de alta resolucdo JEOL 2200FS, operando a 200 kV. As amostras para
a analise foram preparadas por deposi¢do de suspensdo das NPs em etanol p.a. numa grelha
de cobre revestidas com um filme amorfo de carbono. Posteriormente, as amostras foram

sujeitas a evaporacéo do solvente.
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3.2.3. Analise Elementar

A anélise elementar de carbono, azoto e hidrogénio foi obtida no aparelho Eager 300.
Além da secagem por evaporacdo do solvente, as amostras ndo necessitaram de qualquer

preparacdo prévia para a medicéo.

3.2.4.Adsorcéo de Azoto Brunauer-Emmett-Teller

A éarea superficial especifica das NPs nas varias fases de sintese foi obtida através da
medicéo da adsorcao de azoto Brunauer-Emmett-Teller (BET) realizada no aparelho Gemini

V2.0 Micromeritics.

3.2.5.Potencial Zeta

A carga superficial das NPs foi determinada atraveés da medigdo do potencial zeta,
utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries da Malvern Instruments. As amostras foram
previamente diluidas em agua Milli-Q (pH 6,1) e foram realizadas trés leituras por cada

amostra.

3.3.Imobilizacéo da lacase

A imobilizacéo da lacase nas MNPs foi efetuada de acordo com a metodologia descrita
por Wang et al. (2008), com as algumas alteracfes (55). A solucdo de lacase comercial
Novozym® 51003 foi diluida em tampdes com diferentes valores de pH (tampé&o acetato de
sodio 0,10 M/acido acético 0,10 M pH 3,0; tampdo acetato de sddio 0,20 M/acido acético
0,20 M pH 3,5; pH 4,0 e pH 4,2). A diluicao efetuada corresponde a 0,17 pL da solucdo de
lacase fornecida por cada mL de solucéo de lacase diluida. Posteriormente, foi incubado 1,00
mL de solucdo de lacase diluida com 4,00 mg de NPs de Fes0:@SiO,_EDTA-TMS_Cu?*.
A mistura reacional foi sujeita a agitacdo orbital (30 rpm) durante 90 minutos, a temperatura
ambiente. Por fim, a enzima imobilizada foi separada magneticamente do sobrenadante e
lavada trés vezes com o respetivo tampéo, para aferir a sua atividade. Na Tabela 3.2 séo
apresentados os reagentes utilizados, tanto no processo de imobilizagdo como nos restantes

ensaios enzimaticos.
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Tabela 3.2 - Reagentes utilizados durante a imobilizacdo da lacase e nos ensaios enzimaticos.

Reagentes Fornecedor

Acetato de sodio trihidratado (< 99,0%)
(C2H3N802.3H20)

Acido acético glacial (< 99,7%) | Panreac

Acido 2,2’-azino bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(<98,0%) | Sigma-Aldrich

(ABTS)

Acido citrico monohidratado (< 99,5%)

CsHgO7.H.O

Fosfato de sodio (II) heptahidratado (< 98,0%)

(NazH PO4.7H20)

Sigma-Aldrich

Panreac

Sigma-Aldrich

3.4.Determinacéo da atividade enzimatica
3.4.1.Lacase Livre

De forma a preparar o substrato, foram adicionados 0,500 mL de ABTS 1,6 mM a 1,40
mL de tampao citrato 0,050 M/fosfato 0,10 M (pH 4,5), obtendo-se assim uma concentracéo
final de ABTS de 0,40 mM. Ambos os reagentes foram previamente colocados no banho de
modo a que a reacao enzimatica ocorra a 40°C. Posteriormente, foram adicionados 0,100 mL

de solucdo de lacase diluida ao substrato previamente preparado. A medicdo da absorvancia
foi efetuada a 420 nm (€=3,6x10* M cm™) no espetrofotometro UV-Visivel (UV mini-

1240, Shimadzu Co., Japdo). A atividade catalitica foi determinada através do declive da
fase linear inicial da curva cinética, tendo sido efetuadas 3 réplicas. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1
umol de ABTS por minuto. A atividade da enzima livre (ALivre) foi expressa em U.mL™?, de

acordo com a Equagédo 3.1:

AAbs/ min XV.eaciona X103

AlLivre = (eq. 3.1)
Livre EABTS ><Venzima

, onde AAbs/min é o valor do declive da fase linear inicial da curva cinética, Vreacional € O
volume total da mistura reacional (mL), easts € 0 coeficiente de absortividade molar do

ABTS (M cm™) e Venzima € 0 volume de enzima adicionado (mL). A metodologia adotada
neste trabalho para a determinacgéo da atividade da enzima livre foi descrita por Frazéo et al.
(2014) (81).
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3.4.2.Lacase Imobilizada

A atividade da lacase imobilizada foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Frazao et al. (2014) (81), salvo algumas alteracdes. De forma a preparar o
substrato, foram adicionados 1,70 mL de ABTS 1,6 mM a 4,80 mL de tampé&o acetato de
sodio 0,20 M/écido acético 0,20 M (pH 3,5), obtendo-se assim uma concentragdo final de
ABTS de 0,40 mM. Posteriormente, foi adicionada lacase imobilizada nas MNPs. A reacao
decorreu durante 8 minutos, a uma temperatura de 40°C e com agitacéo orbital constante (80
rpm). Os valores de absorvancia a 420 nm da mistura reacional foram lidos em amostras
retiradas de 2 em 2 minutos. Para evitar a interferéncia das MNPs nos dados obtidos, foi
efetuada uma decantacdo prévia com a aplicacdo de um campo magnético. Apos a leitura da
absorvéancia, o volume de amostra foi devolvido ao meio reacional. Para cada determinacao
de atividade foram realizadas 3 réplicas. A atividade da lacase imobilizada (Aimobilizada) fOI

expressa em U.g, de acordo com a Equagio 3 2:

_ AAbs/ min XVieaciona1x10°
Ammobilizada = (eq. 3.2)
€ABTS mearticulas

, onde AAbs/min é o valor do declive da fase linear inicial da curva cinética, Vreacional € O
volume total da mistura reacional (L), €agss € 0 coeficiente de absortividade molar do ABTS

(M cm™) e mparticulas € @ massa de nanoparticulas utilizada para imobilizar a lacase (g).
A fim de avaliar a imobilizacdo, calculou-se a recuperacdo da atividade (R) que foi

expressa em % de acordo com a Equacéo 3.3:

AImobilizada

X100 (eq. 3.3)

ALivre ><fconvers:?lo

, onde Avive € a atividade da lacase livre imediatamente antes da imobilizagdo (U.mL™),
Aimobilizada € a atividade da lacase ap6s a imobilizagdo (U.g2) e feonversio € 250,0 mL.g?, que
corresponde a razdo entre o volume de enzima utilizado na imobilizacao (1,00 mL) e a massa

de suporte utilizado (4,00 mg).

3.5.Propriedades cinéticas

Os parametros cinéticos de Michaelis-Menten (Km e Vmax) da lacase livre e da lacase
imobilizada foram determinados atraves da medicéo da velocidade de reacéo de oxidagéo do
ABTS (Equacéo 3.4).

32



MATERIAIS E METODOS

Lacase «
2 ABTS +0, —> 2 ABTS® +2 H,0 (eqg. 3.4)

Desta forma, para a enzima imobilizada foram utilizadas concentracdes de ABTS entre
0,010 e 1,0 mM em tampao acetato de sodio 0,20 M/acido acetico 0,20 M (pH 3,5). A
metodologia adotada encontra-se descrita na Sec¢do 3.4.. No caso da lacase livre, foi
efetuada uma nova diluicéo da solucdo de lacase comercial de forma a garantir que em ambos
os testes, livre e imobilizada, existiam as mesmas unidades cataliticas. O estudo da cinética
foi realizado com concentracdes e ABTS entre 0,040 e 1,0 mM em tampao citrato 0,050
M/fosfato 0,10 M (pH 4,5), de acordo com a metodologia descrita na Seccdo 3.4.. Para cada
concentracdo de ABTS foram realizadas 3 réplicas da reagdo, tanto com a lacase livre como
com a imobilizada. A atividade enzimatica (A) foi expressa em pM.min! de acordo com a
Equacéo 3.5:

A AAbs/min x10°

EABTS

(eq. 3.5)

, onde AAbs/min é o valor do declive da fase linear inicial da curva cinética e &agts € 0
coeficiente de absortividade molar do ABTS (M cm™).

A equacdo da cinética de Michaelis-Menten (Equacdo 3.6) foi ajustada aos valores de
atividade obtidos, utilizando o software GraphPad Prism 6 para a regressdo nao linear e

posterior determinacédo do valor de Ky € Vmax.

V= VinaxS

=Ky +S (eq. 3.6)

, onde V é a velocidade da reacdo (UM.min), Vmax é a velocidade maxima da reagéo
(UM.min™), Ku € a constante de Michaelis-Menten (mM) e S é a concentracdo de substrato
(mM).

3.6.Avaliacéo da estabilidade

3.6.1.Térmica

Varios eppendorfs com a lacase imobilizada e 1,00 mL de tampé&o acetato de sodio
0,20 M/éacido acético 0,20 M (pH 3,5) foram incubados num banho a 40°C. Em relacéo a
lacase livre, foram também incubados varios eppendorfs com 1,00 mL de solucéo de lacase
diluida em tampao carbonato de sodio 0,10 M/ bicarbonato de sodio 0,10 M (pH 9,0) e em
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tampdo acetato de sodio 0,20 M/éacido acético 0,20 M (pH 3,5) num banho a 40 °C. A
atividade foi determinada a vérios tempos de incubacdo, sendo efetuadas 3 réplicas
determinacéo. A estabilidade térmica foi avaliada através da atividade relativa (Ar) expressa

em %, de acordo com a Equacéo 3.7:

At
A, = —x 100 (eq. 3.7)
Ap

, onde A ¢ a atividade a um determinado tempo de incubacdo (U.g™ no caso da lacase
imobilizada e U.mL™ no caso da lacase livre), Ao é a atividade inicial, isto é, imediatamente
antes de colocar no banho (U.g™? no caso da lacase imobilizada e U.mL™ no caso da lacase
livre).

De forma a determinar o tempo de meia-vida da enzima (t12) e a constante cinética de
inativacdo térmica (k), foi efetuada uma regressdo de decaimento exponencial da atividade
relativa (%) em funcéo do tempo de incubacéo (h), recorrendo ao software GraphPad Prism
6.

3.6.2.Operacional

De forma a avaliar a estabilidade operacional, foram realizados 10 ciclos consecutivos
da reacdo de oxidacdo do ABTS, utilizando a mesma amostra de lacase imobilizada. No final
de cada ciclo, a reacéo foi parada e 0 meio reacional foi separado magneticamente da enzima
imobilizada. Para iniciar um novo ciclo, a lacase imobilizada foi lavada trés vezes com
tampdo acetato de sodio 0,20 M/4cido acético 0,20 M (pH 3,5) e foi adicionado novo
substrato. A estabilidade operacional foi avaliada pela atividade relativa (Ar) expressa em
%, de acordo com a Equacéo 3.8:

A
A, =—x100 (eq. 3.8)
Ay

, onde A, ¢ a atividade da enzima imobilizada no ciclo n (U.g?) e A1 é a atividade da enzima
imobilizada no primeiro ciclo (U.g). A determinacéo efetuada envolveu a realizagdo de 3

réplicas.

3.6.3. Armazenamento

Para avaliar a estabilidade no armazenamento da enzima livre e imobilizada foram
testados trés métodos diferentes. No primeiro método, a lacase imobilizada foi armazenada
em 1,00 mL de tampao acetato de sédio 0,20 M/acido acético 0,20 M (pH 3,5) a 4°C, durante
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7 dias. A lacase livre foi armazenada nas mesmas condicOes que a lacase imobilizada. No
segundo método, as lacases livre e imobilizada foram liofilizadas e armazenadas no
exsicador durante 14 dias. Por fim, no ultimo método, a enzima foi congelada em ambas as
formas e armazenada no congelador durante 7 dias. A estabilidade térmica foi avaliada
através da atividade relativa (Ar) expressa em %, de acordo com a Equagéo 3.9:

A

A, = —x100 (eq. 3.9)

Ao
, onde A: ¢ a atividade a um determinado tempo de armazenamento (U.g™* no caso da lacase
imobilizada e U.mL™ no caso da lacase livre), Ao € a atividade no dia em que se iniciou o
armazenamento (U.g™ no caso da lacase imobilizada e U.mL™ no caso da lacase livre). Para
cada um dos métodos foram efetuadas 3 réplicas.

3.7.Remocao dos corantes

A fim de realizar testes de remocdo dos corantes, foi preparada uma solugéo stock de
indigo de Carmim (Acros Organics) e Vermelho do Congo (Merck) de 0,005 M em tamp&o
acetato de sodio 0,20 M/acido acético 0,20 M (pH 3,5), obtendo-se posteriormente uma
concentragdo de 5,0x10* M de corante na mistura reacional. Com o objetivo de maximizar
a remocado efetuada, foi investigado o efeito da concentragdo inicial de mediador na mistura
reacional (0,100 e 0,500 mM). Para isso, foram preparadas solucdes de metil seringato em
tampdo acetato de soédio 0,20 M/acido acético 0,20 M. A diluicdo da lacase comercial
efetuada para o teste com a lacase livre foi ajustada de forma a garantir a equidade entre as
unidades cataliticas envolvidas na reacdo da lacase livre e imobilizada. Para o indigo de
Carmim foram realizados ensaios controlo (apenas com as MNPs) com as diferentes
concentracdes iniciais de mediador, enquanto que para 0 Vermelho do Congo foram
realizados ensaios controlo (apenas com as MNPs) apenas com 0,100 mM de mediador. De
forma a avaliar a remocao dos corantes, foi lida a absorvancia da mistura reacional a 610 nm
(para o Indigo de Carmim) e 500 nm (para o Vermelho do Congo) ao longo de 4 horas. A
reacdo foi efetuada sob agitacdo (80 rpm) e a temperatura de 40°C. A remocao dos corantes
(Rc) expressa em % foi calculada através da Equacdo 3.10:

Abs;-Abs;
R =—— —

X ..
c=2bs 100 (eq. 3.10)

, onde Abs; é a absorvancia inicial da mistura reacional e e Abs; € a absorvancia da mistura

reacional ao tempo t.
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1.Caraterizacdo das nanoparticulas magnéticas

A producdo das MNPs inclui diversas fases, conforme se pode ver na Figura 4.1, sendo

estas monitorizadas através da analise de espetros de FTIR e analise elementar.
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Figura 4.1 - Esquema do processo de producdo das MNPs.
Na Figura 4.2 apresentam-se 0s espetros obtidos para as NPs de magnetite (Fe3Oa), as
MNPs revestidas com silica (Fes0.@SiO2) e as MNPs apdés a funcionalizagcdo com EDTA-
TMS (Fes0s@SiO2_EDTA-TMS).
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Figura 4.2 - Espetro de FTIR das diferentes fases de producdo das MNPs.
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O espetro das NPs de FesOs apresenta uma banda aos 553 c¢cm™, carateristica da
vibracdo de elongacdo da ligacdo Fe-O na magnetite (80). Este facto era expectavel, tendo
em conta que se trata de um composto de 6xido de ferro. O revestimento das MNPs com a
silica pode ser comprovado pela analise do espetro das MNPs de FesOs@SiO2. Neste espetro
podem visualizar-se duas bandas adicionais, a 946 e a 1056 cm™, carateristicas da vibragao
de elongacdo assimétrica das ligagbes Si-O-Fe e Si-O-Si, respetivamente (80). Apds a
funcionalizacdo com EDTA-TMS, o espetro das MNPs de Fes0s@SiO2 EDTA-TMS
apresenta duas novas bandas, a 1398 e 1621 cm?, carateristicas da vibragdo de elongagéo
das ligagdes C-O-H e C=0, respetivamente (80). Estas liga¢des sdo originadas pela presenca
dos grupos carboxilicos na estrutura do EDTA-TMS, o que demonstra que a funcionalizagdo
das MNPs com o agente quelante realmente ocorreu.

Além de FTIR, realizaram-se também outras técnicas a fim de caraterizar o material
sintetizado. Na Tabela 4.1 apresentam-se os resultados obtidos na analise elementar das
MNPs nos diferentes estagios de producao.

Tabela 4.1 - Resultados obtidos pela analise elementar.

Amostra % C % H % N

FesO; | 0,175+0,005 | 0,238+0,024 —

Fes0,@SiO; | 0,151+0,038 | 0,509+0,021 0,038+0,007

F6304@Si02_EDTA-
TMS

0,909+0,095 | 0,780+0,077 0,145+0,030

A detecdo de carbono nas NPs de FesO4 poder-se-4 dever a alguma contaminacéo da
amostra com parafina, utilizada durante o processo de sintese das mesmas, enquanto que 0
teor de hidrogénio poder-se-a atribuir aos grupos OH existentes na superficie das NPs. Dada
a dificil remocé&o da parafina, o teor de carbono manteve-se quase inalterado nas MNPs de
Fe304@Si0». A adicdo de TEOS para o revestimento das MNPs traduziu-se num aumento
do teor de hidrogénio nas MNPs de Fe30s@SiO- relativamente as NPs de FezOa, originado
pela presenca dos grupos silanol (SiOH) na superficie das mesmas. Desta forma, tal como
tinha sido adiantado com a analise de FTIR, o revestimento das MNPs com silica foi bem-
sucedido. A presenca de azoto em quantidade residual nas MNPs de FesOs@SiO2 pode
dever-se a utilizagdo de amonia como catalisador da reacdo de silanizacdo, ndo sendo esta
completamente removida na lavagem das MNPs. Os resultados obtidos corroboram a efetiva

funcionalizacdo das MNPs com EDTA-TMS atendendo ao aumento significativo do teor de
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carbono e de azoto nas MNPS de Fe304@SiO2_EDTA-TMS, comparativamente as MNPs
obtidas nas fases anteriores de produgéo.

A morfologia das MNPs produzidas foi aferida através de TEM. Na Figura 4.3
apresentam-se as imagens obtidas das MNPs de Fe30:@SiO,_EDTA-TMS.

a) b)

50nm 50 nm
— —

Figura 4.3 - Imagens obtidas por TEM das MNPs de Fe;0,@SiO,_EDTA-TMS isoladas (a) e agregadas (b).

Através da visualizacdo das imagens obtidas, € possivel aferir um didmetro médio das
MNPs de cerca de 50 nm. As MNPs apresentam uma forma esférica, podendo identificar-se
0 nucleo de magnetite (zona mais escura) e o revestimento com silica (zona mais clara).
Além disso, é possivel verificar que o revestimento das MNPs com silica ocorreu, tanto em
particulas isoladas (Figura 4.3 a)) como em agregados de particulas (Figura 4.3 b)).

A area superficial é um parametro bastante importante no que diz respeito as vantagens
do uso das MNPs. Na Tabela 4.2 sdo apresentadas as areas superficiais obtidas por adsor¢édo
de azoto BET, assim como a porosidade e o diametro dos poros nas diferentes fases da

producéo das MNPs.

Tabela 4.2 — Resultados da area superficial BET (Ager), da porosidade (Vp) e do diametro do poro (Dp) das

MNPs
Amostra Ager (m2.g?) | Vp(cmig?) | Dp(A)
Fe30, 31,8 — —
Fe30,@SiO; 106,5 0,133 77,7
Fes0,@SiO,_EDTA-TMS 68,9 0,057 59,1
Fes04@Si0, EDTA-TMS_Cu?* 30.2 0,026 548

Atraves da analise da Tabela 4.2 pode verificar-se um aumento significativo da area

superficial BET apds a silanizagdo das NPs de FesOs. Dado que, com o processo de
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silanizacdo o didametro da NP aumenta devido a formacao da capa de silica, este aumento de
area superficial pode ser atribuido & porosidade da capa de silica, tendo em conta a
porosidade e o didmetro de poro obtidos (80). Com a funcionalizacdo das NPs de
Fe304@SiO, com EDTA-TMS, verifica-se um decréscimo na area superficial, resultante da
diminuicdo do didmetro do poro e da porosidade. A adigdo dos ides de Cu?* permitiu a
formagéo de complexos que poderdo ocupar parte do espago livre nos poros das NPs de
Fe304@SiO2,_EDTA-TMS, levando assim a diminuicdo do didmetro do poro e da
porosidade. Esta diminuicdo provocou, consequentemente, a reducdo da area superficial de
BET. Os resultados obtidos demonstram que o aumento do didmetro das NPs pode resultar
na diminuicdo da &rea superficial de BET das mesmas. Porém, a diminuicéo verificada ndo
comprometue a utilizacdo das MNPs como um bom suporte de imobilizacdo, uma vez que
ainda se verificou uma elevada area superficial, o que ndo coloca em causa uma das grandes
vantagens do uso deste tipo de material, ou seja, a sua elevada area superficial.

O potencial zeta é definido como o potencial elétrico entre o solvente onde a MNP se
encontra dispersa e a camada que se encontra em contacto com a superficie da MNP (82).
Este parametro permite aferir a carga superficial das MNPs e a potencial estabilidade do
sistema coloidal (82,83). No caso de MNPs com potenciais menores que -25 mV e maiores
que +25 mV, apresentam elevada estabilidade coloidal e, consequentemente, uma reduzida
tendéncia para que ocorra agregacao das particulas (82,83). Através da analise da Tabela 4.2
pode verificar-se a alteracdo do potencial da amostra ap6s a funcionalizacdo com EDTA-

TMS e a quelagio com os ides de Cu?*.

Tabela 4.3 - Resultados do potencial zeta.

Amostra Potencial (mV)
Fes04@SiO, EDTA-TMS -52,9+0,6
Fes0.@Si0O, EDTA-TMS_Cu? -44,5+0,7

Com base nos valores de potencial zeta obtidos pode concluir-se que as MNPs
funcionalizadas com EDTA-TMS apresentam boa estabilidade coloidal quando dispersas em
agua Milli-Q (pH 6,1). Os valores negativos de potencial zeta estdo consistentes com a
presenca de grupos carboxilicos na superficie das MNPs, provenientes do EDTA-TMS. Apo6s
a quelagdo de Cu?* na superficie das MNPs, observou-se um aumento significativo na sua

carga superficial, embora a mesma se mantenha sempre negativa dada a carga resultante do
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complexo formado pelo EDTA-TMS e os ides de Cu?*. Tal facto era expectavel, uma vez
que a adigdo de ides positivos torna a carga superficial menos negativa. Além disso, a
presenca deste tipo de elementos torna as MNPs mais instaveis, promovendo interagdes entre
0 material e 0 meio onde este se encontra disperso. A inclusdo de ides na superficie das
MNPs facilita a ligacdo com outras moléculas, como enzimas, fomentando assim a sua

utilizagdo como suporte de imobilizacao.

4.2.0timizacao das condicOes de imobilizacao

A otimizacdo das condi¢cdes de imobilizacdo da lacase nas MNPs foi efetuada a dois
niveis, alterando a concentragio de Cu?* usada na producéo das particulas e alterando o pH

utilizado no processo de imobilizagéo.

4.2,1.Concentracao de ides cobre

A concentragio de Cu?* utilizada na quelagdo com o EDTA-TMS presente na
superficie das MNPs é um parametro fulcral no processo de imobilizacdo, dado que a lacase
€ uma enzima que contém atomos de cobre no seu centro ativo. Assim, revela-se de extrema
importancia aferir a concentracdo de Cu?* que garante que todo o EDTA-TMS se encontra
quelado, evitando assim a interacdo com o centro ativo da enzima e a consequente inativacao
da mesma. Desta forma, segundo a literatura, as MNPs produzidas apresentam 1,12x107
mol EDTA-TMS/mg particula (80). Atendendo a que a reacdo de quelacdo entre 0 EDTA-
TMS e o cobre ocorre com a estequiometria de 1:1, deduz-se que sdo necessarias 1,12x107
mol Cu?*/mg particula. Na Figura 4.4 apresentam-se os resultados obtidos para a atividade

recuperada apos a imobilizacdo com a estequiometria de 1:1, 1:5 e 1:10.
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Figura 4.4 - Efeito do nimero de moles de cobre na imobilizacdo da lacase nas MNPs a pH 3,0.

40



REesuLTADOS E DiscussAo

Através da analise dos resultados obtidos é possivel verificar que as atividades
recuperadas divergiram muito pouco. No entanto, a estequiometria de 1:1 apresentou o valor
mais elevado (89,2+6,8%), permitindo concluir que esta estequiometria garante que todo o
EDTA-TMS se encontra quelado. Embora nao seja significativo, o aumento do nimero de
moles de Cu®" na estequiometria de 1:5 e 1:10 provocou um decréscimo na atividade
recuperada da lacase (86,2+5,9% e 86,0+4,1% respetivamente). Este decréscimo nédo era
expectavel, uma vez que as estequiometrias estudadas garantem uma concentragdo de Cu?*
superior a necessaria, 0 que impede que a lacase seja quelada pelo EDTA-TMS e fique
inativa. Por outro lado, na literatura é descrito que o efeito potenciador de diversos ides na
atividade da lacase, como o caso dos ides de Cu?*, pode ser invertido caso as concentracoes
dos mesmos sejam demasiado elevadas (84,85). Embora ndo seja significativa a diminuicéo,
este caratér inibidor dos ides de Cu?* pode ter revelado alguma influéncia sobre a atividade
da lacase, resultando assim na diminuigéo da atividade recuperada. Assim, a otimizacdo da
concentragido de Cu?" no processo de producdo das MNPs permitiu concluir que a
estequiometria de 1:1 € a mais indicada, pois apresenta uma atividade recuperada superior.
Além disso, permite diminuir o custo de producdo das MNPs com a utilizacdo da
concentragdo minima de Cu?*, parametro que se revela determinante quando se avalia a

viabilidade da aplicacéo industrial deste sistema de imobilizacao.

4.2.2.pH

O meétodo de imobilizacdo estudado baseia-se numa interacdo reversivel por
coordenacdo, entre as MNPs preparadas e a lacase. Neste método, os ides de Cu?* quelados
na superficie das MNPs formam uma ligagdo com os grupos funcionais presentes na estrutura
da enzima, podendo destacar-se 0s grupos imidazol caracteristicos dos residuos de histidina
(86-88). Como se verificou na Secgédo 4.1, as MNPs preparadas apresentam uma carga
superficial negativa e para que a imobilizacdo da lacase ocorra com sucesso, é necessario
que a enzima apresente carga global contraria, ou seja, uma carga global positiva (88). Desta
forma, e atendendo ao que é descrito na literatura, a imobilizacdo de lacase em MNPs por
interagio com ides de Cu?* apenas ocorre para valores de pH até ao valor do ponto isoelétrico
(pl) da mesma (55,56,78). A lacase utilizada neste estudo apresenta um pl de 4,2 e, além
disso, valores de pH muito baixos podem provocar a desnaturacdo da enzima. Assim, foi

determinado o intervalo de pH entre 3,0 e 4,2 para a otimizagédo deste pardmetro. Na Figura
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4.5 apresentam-se os resultados obtidos de atividade recuperada aos diferentes valores de pH
de imobilizagéo (3,0; 3,5; 4,0 e 4,2).

89,2 97,4

I Z

Atividade recuperada (%)

7.4
T 2,3
3,0 3,5 4,0 4,2

pH
Figura 4.5 - Efeito do pH na imobilizacdo da lacase nas MNPs.

Através da analise dos resultados é possivel verificar que para valores de pH de 3,0 e
3,5, a atividade recuperada obtida € bastante elevada (89,2+6,8% e 97,4+0,6%,
respetivamente), pois a lacase apresenta uma carga global positiva, 0 que promove a
interacdo com as MNPs, permitindo assim a sua imobilizacdo (56,88). Com o aumento do
pH para 4,0, a enzima reduz a sua carga positiva e as repulsdes entre as moléculas
sobrepGem-se as interagdes entre as mesmas e as MNPs (56,88), ndo se verificando assim
imobilizagéo significativa (7,4+1,4%).

No pl a atividade recuperada foi bastante reduzida (2,3+0,5), uma vez que a enzima
apresenta carga global nula, o que reduz drasticamente as interacdes eletrostaticas com as
MNPs, dificultando assim o sucesso da imobilizacdo (56,88). O perfil adotado pela lacase
na otimizagdo do pH foi também verificado por outros autores, utilizando as NPs de Fe3O4
como suporte de imobilizacdo (55,74,75,78). Wang et al. (2010) obtiveram 92,5% de
atividade recuperada maxima apds a otimizagdo da imobilizag&o da lacase, assim como Fang
et al. (2009) atingiram mais de 90% de atividade recuperada (74,78) Por sua vez,
Bayramoglu et al. (2010) obtiveram 82,6% de atividade recuperada (75). Embora sejam
valores ligeiramente inferiores aos obtidos neste estudo, revelam a enorme potencialidade
deste tipo de imobilizacdo. No entanto, Wang et al. (2008) atingiram apenas 68% de
atividade recuperada apds a otimizacdo do processo de imobilizacdo, uma vez que a enzima
ao ser imobilizada pode criar um espaco intermolecular que dificulta a difusdo do substrato,
refletindo-se assim numa diminuicao da atividade (55). Além das NPs de FesOa4, outro tipo

de materiais podem ser utilizados como suporte de imobilizacdo, podendo destacar-se as
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matrizes poliméricas. Frazdo et al. (2014) imobilizaram a lacase em celulose bacteriana,
tendo obtido uma atividade recuperada de 49,3% em condic@es 6timas (81). Também Zhang
et al. (2009) utilizaram uma matriz polimérica, o quitosano, como suporte de imobilizacéo
da lacase, verificando 52,2% de atividade recuperada ap0s a otimizacdo do processo (89).
Um outro exemplo é o estudo de Fatarella et al. (2014) que utilizou filmes de nylon para
imobilizar a enzima, atingindo 59,4% de atividade recuperada (90). Poonkuzhali et al. (2012)
estudaram varios biopolimeros para a imobilizacdo da lacase e verificaram que o gel de
agarose apresentava o melhor resultado, com 88% de atividade recuperada (91).

Desta forma, a otimizagdo do pH de imobilizagcdo permitiu concluir que o pH mais
indicado para a imobilizacdo da lacase nas MNPs é 3,5, pois apresenta uma elevada atividade
recuperada. Além disso, este tipo de suporte revelou-se uma mais valia para a aplicacdo
industrial de lacase imobilizada, possibilitando obter atividades enzimaticas mais elevadas
do que utilizando matrizes poliméricas.

Além do pH e da concentragdo dos ides de Cu?*, outras condigBes poderiam ter sido
otimizadas, como a quantidade de enzima utilizada e o tempo de contato entre as MNPs e a
lacase durante a imobilizacdo. No entanto, o trabalho desenvolvido foi seguimento de

trabalhos ja realizados, em que esses parametros ja haviam sido definidos (92).

4.3.Propriedades cineticas
A cinética da lacase livre e imobilizada foi avaliada através da reacdo de oxidacao do
ABTS com diferentes concentracdes. Na Figura 4.6 apresentam-se o0s resultados
experimentais e as curvas de ajuste ndo linear do modelo de Michaelis-Menten obtidas para

a forma livre e imobilizada.
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Figura 4.6 - Gréaficos de Michaelis-Menten obtidos para a lacase livre e imobilizada. A linha sélida representa
0 ajuste efetuado segundo o modelo de Michaelis-Menten.
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De acordo com o modelo cinético de Michaelis-Menten, a velocidade de uma reacao
enzimaética varia hiperbolicamente com a concentracéo de substrato, até atingir a velocidade
méaxima (Equacdo 3.6). O ajuste do modelo de Michaelis-Menten aos dados experimentais
obtidos permitiu obter as equacdes da cinética para a reacdo de oxidacdo do ABTS pela

lacase livre (Equacéo 4.1) e imobilizada (Equagéo 4.2).

37,6S
Vire = —o> .41
Livre 0,0234 + S (eq )
6,12S
Vimobilizada = 00375%S (eq.4.2)

Pela analise das curvas obtidas e do valor de R? apresentado na Tabela 4.4, é possivel

verificar que a lacase, em ambas as formas, se comporta de acordo com o modelo esperado.

Tabela 4.4 - Parametros cinéticos obtidos para a lacase livre e imobilizada.

Lacase Km (mM) Viax (UM-min?) | Ec (min?) R?
Livre | 0,0234+0,0041 37,6%1,2 1,61 0,934
Imobilizada | 0,0375+0,0086 6,12+0,30 0,16 0,968

O Kwm € um pardmetro cinético que se relaciona inversamente com a afinidade entre a
enzima e o substrato. Desta forma, 0 aumento do Km apds a imobilizagdo traduz-se numa
diminuicdo da afinidade entre a lacase e 0 ABTS (46). Na determinacdo do Kwm é possivel
verificar que a imobilizacdo da lacase provocou um aumento deste parametro em cerca de
0,6 vezes (Tabela 4.4), o que era expectavel tendo em conta os resultados obtidos por outros
autores que utilizaram NPs de Fe3Os como suporte de imobilizacdo da lacase (55,56,73—
76,78,79). No entanto, o aumento do Kwm verificado foi bastante inferior ao intervalo
verificado para o mesmo tipo de NPs (entre 1,5 a 4,5 vezes) (55,56,73-76,78), 0 que pode
demonstrar que este sistema de imobilizacdo conferiu mais mobilidade & lacase imobilizada
do que outros sistemas testados. Varios fatores podem afetar a afinidade da enzima ao
substrato, entre os quais a possibilidade de impedimento estéreo e a perda de flexibilidade
estrutural da enzima, uma vez que o processo de imobilizacdo promove a ligacdo multipla
da lacase ao suporte, permitindo assim que estruturalmente esta se torne mais rigida
(55,56,73,74,76,78). Relativamente a outro tipo de suportes, Frazao et al. (2014) verificou
um aumento do valor de Km em cerca de 10 vezes utilizando a celulose bacteriana como

matriz de suporte e Fatarella et al. (2014) com filmes de nylon obtiveram um aumento de
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mais de 30 vezes, 0 que demonstra que o processo de imobilizagdo em matrizes poliméricas
pode afetar em maior escala a afinidade entre a enzima e o seu substrato (81,90). Além das
alteracdes conformacionais, questbes como as limitacGes de transferéncia de massa e
interacdes entre o suporte e o0 substrato podem ser explicacdes para 0 aumento do valor de
Kwm neste tipo de suportes (81,90).

Outro pardmetro importante na cinética de reagdes enzimaticas € a Vmax. Segundo o
modelo de Michaelis-Menten, o aumento da concentracdo de substrato traduz-se num
aumento da velocidade da reacdo (46). No entanto, quando a concentracdo de substrato
corresponde a saturacdo de todas as moléculas de enzima, deixa de ser possivel aumentar a
velocidade, atingindo-se um valor de velocidade constante (Vmax) (46). A cinética da lacase
imobilizada demonstrou a diminui¢do em cerca de 6 vezes na Vmax da reacdo (Tabela 4.4).
Outros autores reportaram 0 mesmo tipo de comportamento (diminuicdes da Vmax entre 1 e
1,5 vezes) para suportes do mesmo tipo e associam esta diminuicdo a alteragdes
conformacionais provocadas pelo processo de imobilizacdo, e consequente dificuldade de
acesso do substrato aos centros ativos da lacase (55,74,75). Além disso, as dificuldades na
transferéncia de massa sdo apontadas como uma provavel causa da diminui¢do da Vmax
(74,75). No entanto, quando se fala de imobilizagdo em NPs, as limitagdes de transferéncia
de massa e difuséo do substrato ndo devem ter um papel significativo, uma vez que uma das
grandes vantagens do uso deste tipo de suporte reside no facto de diminuir este tipo de
restricdes (47). Por outro lado, embora fosse expectavel que, no caso das matrizes
poliméricas a Vmax fosse bastante afetada por problemas de transferéncia de massa e difuséo
de substrato, estudos com celulose bacteriana e filmes de nylon apontam para aumentos deste
parametro cinético em cerca de 1,5 vezes (81,90). Comparando as varia¢fes nos valores de
Vmax para a lacase livre e imobilizada obtidas por outros autores, a varia¢do verificada neste
estudo foi bastante superior. Além dos motivos j& apontados para a diminuicdo deste
parametro, a influéncia do pH ao qual foi efetuada a medicdo da atividade deve ter sido
determinante, dado que, no caso da lacase livre, a atividade foi medida ao pH 6timo para a
reacdo (4,5) e, no caso da imobilizada, isso ndo se verificou (3,5). Teoricamente o
comportamento da generalidade das enzimas face ao pH a que decorre a reacdo enzimatica
define a existéncia de um valor de pH ao qual a atividade ¢ maxima, sendo esse valor
denominado de pH 6timo (46). Para valores de pH acima e abaixo do pH 6timo, a atividade

da enzima sofre um decréscimo significativo (46). Desta forma, o pH 6timo para a acao da
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lacase utilizada é 4,5 (81). Tendo em conta que a atividade da lacase imobilizada foi
determinada a pH 3,5, pode inferir-se que o pH utilizado provocou uma diminuicdo na taxa
de conversdo do substrato, e consequentemente, a reducao na Vmax da reacgéo.

Por ultimo, é importante avaliar o par enzima-substrato do ponto de vista da sua
eficiéncia catalitica. Assim, a eficiéncia catalitica (Ec) expressa em min™ pode ser definida
através da Equacéo 4.3 (55,75,76,78):

_ Vinax

_KM

E. (eq. 4.3)

Através da analise da Tabela 4.4 é possivel verificar que a Ec da lacase livre é 10 vezes
superior a E¢ da lacase ap6s a imobilizacdo, atendendo a variacao verificada no valor de Vmax
discutida anteriormente. Segundo o que se encontra descrito na literatura para a imobilizacédo
em NPs de Fe3Og, era expectavel que a eficiéncia do sistema de catalise fosse afetada apos
0 processo de imobilizagéo (75,76,78). No entanto, a diminui¢do da E. obtida foi bastante
elevada quando comparada com as variagOes verificadas por outros autores, que variam entre
1 e 2 vezes (55,75,76). Para as matrizes poliméricas, as diminuicOes verificadas na E. da
enzima imobilizada sdo bastante superiores as verificadas para as MNPs, atendendo a
variacdo verificada nos valores de Kv (81,90). As comparages efetuadas permitem inferir
que provavelmente o processo de imobilizacdo adotado provoca um maior numero de
alteracdes ou alteragdes mais significativas na estrutura da lacase do que os restantes
processos de imobilizagdo em NPs de FesO4, resultando assim num maior decréscimo na
eficiéncia. Além disso, a questdo do pH a que a atividade foi determinada, uma vez mais,
influencia negativamente os resultados obtidos, podendo acentuar a diminuicdo da
eficiéncia. No entanto, a utilizacdo de matrizes poliméricas na imobilizacdo da lacase pode
gerar diminui¢des mais abruptas na eficiéncia de catalise, sendo preferivel adotar o suporte
de imobilizag&o em estudo.

Em suma, a imobilizacdo da lacase demonstrou reducdes bastante significativas na
Vmax € Na E¢ do sistema. No entanto, € importante ter em conta que o valor de Ku apenas
sofreu um ligeiro aumento, denotando-se que a afinidade da enzima ao seu substrato se
manteve quase inalterada. Embora ndo seja possivel atingir a mesma Vmax que a lacase livre
apresenta, o sistema imobilizado ndo aumenta o risco da obtencéo de produtos secundarios,
causada pela conversdo de compostos que possam estar em solugdo juntamente com o
substrato. Este facto é importante quando se avalia a introducdo em contexto industrial de

enzimas imobilizadas, pois, embora a reagdo seja muito mais lenta do que seria se a enzima
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se encontrasse na sua forma livre, as eficiéncias de converséo de substrato no produto
desejado serdo bastante semelhantes. Além disso, aliando ainda todas as vantagens
associadas a imobilizacdo de biocatalisadores para aplicac@es industriais, pode concluir-se
que a imobilizacdo da lacase nas MNPs € um processo que apresenta algumas

potencialidades industriais (46,57).

4.4.Avaliacdo da estabilidade
A estabilidade do sistema catalitico apds a imobilizacdo foi avaliada a trés niveis, a
estabilidade térmica, a estabilidade operacional e a estabilidade de armazenamento. Os
resultados obtidos foram comparados com 0s mesmos estudos na enzima livre, a excecao da

estabilidade operacional.

4.4,1. Térmica

A estabilidade térmica da lacase livre e imobilizada foi estudada a 40°C. Na Figura 4.7
sdo apresentados os resultados obtidos para a estabilidade térmica ao longo do tempo. A
atividade enzimatica relativa verificada para t=0,00h foi definido como 100%, sendo os

restantes valores determinados a partir da relacdo imposta.
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Figura 4.7 — Perfil de estabilidade térmica a 40°C da lacase livre e imobilizada. A linha solida representa o
ajuste do modelo de decaimento exponencial.

O ajuste do modelo de decaimento exponencial aos dados experimentais obtidos
permitiu obter as equacgdes que traduzem a atividade recuperada ao longo do tempo de

incubacéo da lacase livre (Equacéo 4.4) e imobilizada (Equacéo 4.5).

ALivre=100x(e7331t) (eq. 4.4)
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Almobilizada:loo>< (e-1'83t ) (eq' 45)

Atendendo ao ajuste e valor de R? obtido (Tabela 4.5) pode concluir-se que a inativagéo
térmica da lacase segue um modelo de decaimento exponencial. Além disso, é possivel
verificar graficamente (Figura 4.7) que a atividade relativa da lacase imobilizada foi sempre
superior a da lacase livre, 0 que indica que a imobilizacdo exerceu um efeito positivo sobre

a estabilidade térmica da lacase.

Tabela 4.5 - Par@metros da cinética de inativacdo térmica da lacase livre e imobilizada a 40°C.

Lacase tu2 (h) k (h'h) R?
Livre 0,209 3,31 0,989
Imobilizada 0,379 1,83 0,993

A andlise dos pardmetros cinéticos apresentados na Tabela 4.5 indica o melhoramento
da estabilidade térmica com a imobilizagdo. O ty» de uma enzima é definido como o tempo
necessario para que a sua atividade seja reduzida a 50% (46). Apos a imobilizacdo, a lacase
imobilizada apresentou um ty» cerca de 1,8 vezes superior ao ti»> da lacase livre. Por outro
lado, o valor de k relaciona-se com a taxa de inativacao térmica, isto €, a taxa de inativacdo
térmica aumenta com o aumento de k e, consequentemente, menor serd o tempo necessario
para que a enzima se torne inativa (46). A Tabela 4.5 mostra que a lacase imobilizada
apresentou um valor de k 1,8 vezes inferior ao valor obtido para a lacase livre, confirmando
assim a melhoria verificada na estabilidade térmica da lacase ap6s a imobilizagdo. O mesmo
tipo de alteracdo foi verificado por outros autores ap6s a imobilizacdo de lacase
(56,73,75,81,93). Com a utilizacdo de matrizes poliméricas como suporte, verificou-se o
aumento significativo da estabilidade térmica da lacase (81,93). Frazdo et al. (2014)
verificaram que apos a incubagdo da lacase imobilizada em celulose a 60°C durante 1,5 h,
esta ainda apresentava mais de 70% da sua atividade inicial (81). Ja Metin et al. (2013), ao
imobilizar a lacase em quitosano, obtiveram uma atividade recuperada de 72% ap0s 2 h de
incubacdo a 55°C (93). No estudo que foi desenvolvido, a lacase imobilizada a 40°C, apds
1,5 h de incubacéo, apresentava 8,36x+1,11% de atividade (Anexo Al), 0 que se revela
bastante inferior aos valores obtidos em matrizes. A imobilizacdo da lacase em matrizes
poliméricas permite que seja exercido um efeito protetor sobre a enzima, uma vez que a
imobilizacdo ocorre maioritariamente por aprisionamento, o que dificulta a agéo de agentes

desnaturantes, como a temperatura (81,93). No caso da imobilizacdo em NPs, esse efeito
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protetor ndo se verifica, estando a enzima mais sujeita & desnaturagdo. No entanto, a
estabilidade térmica obtida neste estudo é inferior a verificada por outros autores com
imobilizagcdo em NPs de Fe3O4 (56,73,75). Wang et al. (2013) (56) verificaram que ap6s 0,50
h de incubacéo a 40°C a atividade da lacase imobilizada foi cerca de 70%, contrapondo com
40,2+10,6% de atividade obtida para o mesmo tempo de incubacdo do sistema de
imobilizagdo em estudo (Anexo Al). Além disso, Bayramoglu et al. (2010) (75) mostraram
que, 1,5 h de incubacdo a 65°C reduziu a atividade da lacase imobilizada para 58%, o que
demonstra uma fragilidade excessiva da lacase imobilizada em estudo, uma vez que apés 1,5
h a uma temperatura inferior (40°C) a atividade foi de cerca de 10% de atividade (Anexo
Al). Assim, é importante perceber que podem existir outros fatores que condicionam a
resisténcia da lacase a temperatura, como o pH. O pH 6timo de conservacdo da lacase
comercial utilizada é 9,0 (81). No entanto, como valores de pH superiores a 3,5 ndo permitem
a imobilizagdo da lacase nas MNPs, a estabilidade térmica de ambas as formas foi avaliada
ao pH 3,5 para que fosse possivel a comparacdo. A fim de avaliar a influéncia do pH na
estabilidade térmica, foi repetido o protocolo para a lacase livre a pH 9,0. Na Figura 4.8 ¢é

apresentado o perfil de estabilidade térmica a 40°C obtido para a lacase livre a pH 9,0.
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Figura 4.8 - Perfil de estabilidade térmica da lacase livre a 40°C a pH 9,0.

Pela analise dos resultados obtidos pode verificar-se que ap6s 6,00h de incubacéo a
40°C a pH 9,0, a lacase livre apresentou 88,7+0,8% (Anexo Al) de atividade, enquanto que
a pH 3,5 a lacase livre ndo apresentava atividade significativa a partir das 1,50h. Estes
resultados demonstram que o pH teve influéncia direta e determinante no comportamento da
lacase na avaliagcdo da sua estabilidade térmica. Desta forma, € possivel concluir que o pH
provocou uma reducgdo dréstica na estabilidade térmica da lacase livre. O efeito verificado
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permite inferir que a mesma agéo se repercutiu na enzima imobilizada, traduzindo-se numa
rapida inativacdo da mesma. No entanto, é possivel denotar que a imobilizacdo aumentou a
resisténcia estrutural da lacase a temperatura, resultando assim num aumento da sua
estabilidade térmica. Industrialmente, as melhorias verificadas no desempenho de enzimas
imobilizadas face a condi¢des que podem provocar a sua desnaturagcdo, como a temperatura,
sdo0 muito importantes pois possibilitam que estas se tornem mais resistentes e estaveis a
condicdes extremas (52). Assim, a aplicacdo industrial do sistema de imobilizacdo estudado
pode apresentar vantagens face a utilizacao da lacase livre do ponto de vista da resisténcia a

temperatura.

4.4,2.Operacional

A estabilidade operacional de um biocatalisador é definida como a estabilidade do
mesmo durante a catélise (46). A avaliacdo da estabilidade operacional tem como principal
objetivo perceber quanto tempo um reator que contenha enzimas imobilizadas pode operar
sem que ocorra uma perda significativa de atividade, de forma a que a produtividade do
processo nao seja comprometida (46).

De forma a avaliar a estabilidade operacional da lacase imobilizada foram realizados
dez ciclos consecutivos de oxidacdo do ABTS. Na Figura 4.9 s&o apresentados os resultados

obtidos do perfil de estabilidade operacional da lacase.
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Figura 4.9 - Perfil de estabilidade operacional da lacase imobilizada nas MNPs.

Através da analise da Figura 4.9 é possivel verificar que a atividade da lacase

imobilizada sofreu um decréscimo significativo apos a sua reutilizacdo. Huang et al. (2007)
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determinaram um valor de 80% de atividade da lacase apds 5 ciclos consecutivos de oxidagdo
do ABTS, o que se assemelha ao valor obtido no estudo desenvolvido (73,2+4,8%) (Anexo
A2) para 0 mesmo numero de ciclos. No entanto, a diminuicao verificada para a realizagédo
de 10 ciclos cataliticos consecutivos é bastante acentuada (46,3+£2,4%) quando comparada
com os resultados de alguns autores que utilizaram o mesmo tipo de suporte (55,74-76,78).
Fang et al. (2009) e Kalkan et al. (2012) verificaram que, apds 10 ciclos de oxidagdo do
ABTS, a lacase apresentava mais de 85% de atividade (74,76). Ja Bayramoglu et al. (2010),
utilizando a siringaldazina como substrato, verificaram que a lacase apresentava 87% de
atividade (75). O mesmo nivel de estabilidade operacional foi atingido por Wang et al. (2010)
e Wang et al. (2008) com a reutilizacdo da lacase na oxidacao do catecol também com 10
ciclos cataliticos, tendo sido obtido 86,6 % e 87,8% de atividade respetivamente (55,78).
Também Frazdo et al. (2014), utilizando a celulose como suporte, verificaram que ap6s 7
ciclos cataliticos de oxidacdo do ABTS, a lacase imobilizada ainda apresentava 86% da sua
atividade inicial (81). No entanto, Fatarella et al. (2014) verificaram que a imobilizacéo da
lacase em filmes de nylon revelava apenas 21% de atividade apds 7 ciclos reativos
consecutivos (90).

Alguns autores apresentam justificacdes para o decréscimo que se verifica na atividade
da lacase imobilizada ao longo dos varios ciclos de reacdo (75,76). A interacdo idnica entre
a lacase e os ides metalicos de Cu?* que se encontram quelados na superficie das MNPs é
uma interacdo fraca e pode ser quebrada através de fatores externos, como variacdo de pH e
agitacdo (46). Desta forma, é possivel que durante a reacdo de oxidacdo do ABTS tenham
ocorrido pequenas flutuacGes no valor de pH do meio que podem ter sido suficientes para
provocar a quebra deste tipo de interagBes. Por outro lado, € possivel que alguns ides de Cu?*
ndo tenham sido quelados com o EDTA-TMS, ficando apenas adsorvidos na superficie das
MNPs. Esta fracio de ides de Cu?* adsorvidos pode ter originado locais de imobilizago da
lacase. Com a alteracao de valores de pH e agitacdo, estes i6es podem ter sofrido dessorc¢éo,
tendo diminuido assim a quantidade de enzima que se encontra imobilizada, e
consequentemente, resultando numa reducdo da atividade catalitica (75). Este tipo de
limitagdes ndo se verificam em processos de imobilizacéo através da formacéo de ligacGes
covalentes, indicando assim que a imobilizacdo da lacase atraves de interacdes com metais
quelados apresenta uma estabilidade operacional inferior, dada a menor estabilidade ou forca

de ligagéo (76).
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A estabilidade operacional de uma enzima esta também relacionada com fatores que
podem provocar a sua desnaturacdo, e consequente inativacdo (46). Como ja foi discutido
anteriormente, o pH é um paréametro fulcral, ndo s6 para assegurar a imobilizacdo efetiva da
lacase, como também na estabilidade da sua estrutura. No caso da estabilidade térmica, foi
verificado que o pH exerceu uma forte influéncia nos resultados obtidos, tendo promovido a
inativacdo precoce da enzima. Desta forma, pode inferir-se que também na avaliacdo da
estabilidade operacional o pH desempenhou um papel significativo, permitindo que a perda

de atividade da lacase ao longo dos ciclos reacionais fosse acontecendo.

4.4.3.De armazenamento

A estabilidade de armazenamento da lacase livre e imobilizada foi avaliada através de
trés métodos diferentes nomeadamente, em solucdo, por congelacdo (ap6s 7 dias de
armazenamento) e por liofilizacdo (ap6s 14 dias). Na Tabela 4.6 sdo apresentados 0s
resultados obtidos para todos os métodos.

Tabela 4.6 - Atividade da lacase livre (ALive) € imobilizada (Aimobilizada) Verificada na avaliagéo da
estabilidade de armazenamento.

Método AlLivre (%) | Aimobilizada (%0)

Em solucdo 4,2+0,1 3,5+0,5
Congelagéo 3,1+0,2 2,7+0,6
Liofilizagcdo 1,0+0,6 0,8+0,0

Através da analise dos resultados obtidos € possivel verificar que a estabilidade de
armazenamento da lacase, tanto livre como imobilizada, foi bastante reduzida, uma vez que
apos 7 dias em solucdo e congeladas, apresentaram menos de 5% de atividade e apds 14 dias
liofilizadas apresentavam apenas cerca de 1% de atividade. Embora se verifigue uma
diminuig&o na congelagéo relativamente ao armazenamento em solucéo, esta diminui¢do ndo
é significativa, o que ndo permite inferir qual dos dois metodos apresenta melhores
resultados. Além disso, a variacdo verificada no método de liofilizacdo ndo pode ser
comparada com os restantes, dado que foi determinada a tempos diferentes de
armazenamento.

A comparacdo entre os resultados obtidos para a lacase livre e imobilizada indica que
n&o houve qualquer tipo de variagéo induzida pelo processo de imobiliza¢éo na estabilidade

de armazenamento da enzima. No entanto, os estudos de estabilidade de armazenamento
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efetuados por outros autores em lacase imobilizada em diferentes NPs de Fe3O4 mostraram
que a enzima imobilizada apresenta uma maior estabilidade, o que ndo se verifica neste
estudo (55,73,74,78). Fang et al. (2009) verificaram que a lacase imobilizada apresentava
85% de atividade ap0s 4 semanas a -4°C, enquanto que a lacase livre apenas apresentava
30% de atividade (74). Também Wang et al. (2008) e Huang et al. (2007) verificaram que
apos 1 més de armazenamento a 4°C, a lacase imobilizada apresentava respetivamente 100%
e 85% de atividade, o que € bastante superior as atividades que obtiveram para a forma livre
(60% e 30% respetivamente) (55,73). Bayramoglu et al. (2010) mostraram que apés 5
semanas a 4°C, a lacase imobilizada apresentava cerca de 60% de atividade, ao contrario da
lacase livre que praticamente se encontrava inativa nas mesmas condigcdes de
armazenamento (75). Por fim, Wang et al. (2010) obtiveram uma atividade de 92% ap0s 7
semanas de armazenamento em solucéo (78).

Em relacdo a estabilidade verificada apds a imobilizacdo em outro tipo de suportes,
como o quitosano, Bayramoglu et al. (2012) verificaram que ap06s 8 semanas a 4°C, a lacase
imobilizada ainda apresentava 37% de atividade, enquanto que a lacase livre perdeu toda a
sua atividade ap6s 5 semanas de armazenamento nas mesmas condi¢Bes (94). Também
Zhang et al. (2009) mostraram o aumento da estabilidade ap6s a imobilizacdo, uma vez que
apo6s 17 dias em solucdo a temperatura ambiente, a lacase imobilizada em quitosano
apresentava praticamente a mesma atividade inicial, enquanto que a forma livre estava
praticamente inativa (89). Com a imobilizacdo da lacase em filmes de nylon, Fatarella et al.
(2014) verificaram também que apds 7 dias a 4°C, a enzima imobilizada ndo apresentava
perda significativa de atividade e que a lacase livre apresentava cerca de 80% da sua
atividade inicial (90).

As alteragdes conformacionais induzidas na estrutura da lacase durante o processo de
imobilizacdo sdo apontadas como possivel justificagdo para o aumento da estabilidade por
alguns autores (55,78,94). No entanto, Frazdo et al. (2014) verificaram que a imobilizacéo
da lacase em celulose foi traduzida num decréscimo da sua estabilidade (81). Uma das
justificagOes apontadas pelos autores para esta alteracdo inesperada na estabilidade da lacase
relaciona-se com o pH 6timo para cada uma das formas, imobilizada e livre, uma vez que
ndo sdo iguais e 0 armazenamento foi realizado nas condi¢cfes 6timas de cada uma delas
(81). Atendendo a que os valores de atividade obtidos, tanto para a lacase livre como para a

lacase imobilizada nas MNPs, sdo bastante inferiores aos obtidos por outros autores, €
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possivel inferir que o pH utilizado para o armazenamento (3,5) tenha prejudicado a
estabilidade das mesmas, assim como também ja tinha afetado negativamente a estabilidade
térmica e operacional.

Deste modo, é possivel concluir que a enzima imobilizada ndo apresenta estabilidade
no armazenamento, podendo este resultado dever-se maioritariamente ao efeito do pH na
atividade da enzima, e ndo ao armazenamento em si. Assim, pode deduzir-se que a potencial
aplicacdo industrial deste sistema catalitico iria acarretar custos acrescidos, uma vez que a
enzima imobilizada teria de ser imobilizada sempre que fosse utilizada e isso iria levar a que

houvesse um gasto de tempo, que se traduziria numa reducao da produtividade do processo.

4.4.4.Impacto do pH na estabilidade

O pH exerce um efeito bastante significativo sobre a estabilidade das enzimas, tanto
imobilizadas como livres, uma vez que é um potencial agente desnaturante, podendo
provocar a sua inativacdo (46). Desta forma, é inevitavel que este parametro afete a
estabilidade dos sistemas cataliticos. Conforme ja foi discutido anteriormente, as
estabilidades térmica, operacional e de armazenamento da lacase foram bastante afetadas
pelo pH ao qual foram efetuadas as determinagdes. No entanto, o valor do pH ndo podia ser
alterado, uma vez que, como ja foi referido anteriormente, um pH superior ndo permite a
imobilizacdo, e a alteracdo do pH para valores superiores ap0s o processo de imobilizacao
interfere diretamente com a estabilidade da ligacdo da enzima ao suporte, quebrando-a. Desta
forma, torna-se imperativo ter alternativas que permitam a obtencéo de um sistema catalitico
mais estavel. No caso do sistema catalitico criado, existem duas formas de contornar o efeito
do pH, uma delas é alterando a funcionalizacdo das MNPs preparadas e a outra € utilizar uma
outra lacase que apresente um pl superior.

A funcionalizacdo das MNPs com EDTA-TMS e posterior quelagcdo com os ides de
Cu?* originam um complexo de carga global negativa. Este complexo é o responsavel por
estabelecer a ligacdo com a lacase, permitindo a sua imobilizagdo. Atendendo ao caratér
i6nico da interacdo, é necessario que a lacase esteja na sua forma protonada para que esta
aconteca, o que limita bastante os valores de pH possiveis para a imobilizacdo. Todavia, a
alteracdo do composto com o qual é efetuado a funcionalizacdo das MNPs pode ser uma
solugdo. A utilizagio de um composto que, quando quelado com os ides de Cu?*, gera um
complexo de carga positiva ou até mesmo nula, pode permitir que a imobilizacéo da lacase

ocorra a valores de pH superiores, reduzindo assim os efeitos negativos verificados na
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estabilidade do sistema catalitico. Alguns autores utilizaram o acido iminodiacético, a
poliacrilamida, a poli(4-vinilpiridina), a amidoxima poliacrilonitrilo, entre outros para a
funcionalizacdo dos suportes para a imobilizacdo da lacase por coordenacao, permitindo a
imobilizacéo no pl da enzima e até mesmo a valores de pH superiores (55,56,79,86,87).

Outra das possiveis solucdes passa pela utilizacdo de uma lacase com pl superior.
Como ja foi referido anteriormente, o pl das lacases varia entre 3 e 9, dependendo do
organismo que a produz (1,2,13). Desta forma, a escolha de uma lacase com pl superior,
permite que a imobilizacdo ocorra a um pH superior, utilizando as MNPs preparadas neste
estudo.

Desta forma, a interferéncia do pH na estabilidade do sistema catalitico em estudo é

atenuada, podendo assim equacionar-se a viabilidade de uma aplicacdo industrial do mesmo.

4.5.Remocdao de corantes

A inddstria téxtil € uma das maiores industrias a nivel mundial, consumindo largas
quantidades de corantes sintéticos (95-97). Um dos grandes problemas associados a este tipo
de industrias reside na producao de aguas residuais, e no seu posterior tratamento, uma vez
gue estes compostos sdo toxicos e muitos deles carcinogénicos (95,96). O algodao é a fibra
mais utilizada no fabrico de tecidos e sdo necessarios corantes especificos para o seu
tingimento, como os corantes do tipo direct e indigo (95). Alguns dos corantes do tipo direct
mais usados séo o Vermelho do congo (VC), o Direct Yellow 50 e o Direct Brown 116 (95).
Os corantes do tipo direct sdo utilizados também no tingimento de 13 e seda usando agentes
quimicos fixadores, sendo amplamente usados por serem mais baratos que 0s outros tipos de
corantes (95). Ja no grupo dos corantes indigo, podem destacar-se o indigo de Carmim (IC),
o Indigo branco e o Violeta tyrian (95). Estes corantes sdo bastante utilizados no fabrico das
calgas de ganga, sendo responsaveis por Ihes conferir a cor azulada (95).

Atendendo as propriedades fisico-quimicas deste tipo de compostos e ao perigo que
representam quando descartados sem um tratamento prévio, revela-se de extrema
importancia estudar formas eficientes de reduzir o seu impacto na Natureza (95).
Atualmente, extem técnicas de tratamento destas dguas residuais que passam por processos
fisicos e quimicos (98). No entanto, estas técnicas sdo caras, pouco eficientes e ndo
apresentam versatilidade de forma a puderem ser adaptadas ao efluente a tratar (98). Desta
forma, o tratamento através de enzimas tem vindo a ser uma via cada vez mais estudada,

tentando colmatar e ultrapassar as falhas dos processos ja existentes.
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Neste trabalho, estudou-se a remoc¢éo do VC e do IC através de um LMS, envolvendo

a lacase imobilizada em MNPs e o metil seringato (MS) como mediador.

4.5.1.Vermelho do congo
Na Tabela 4.7 sdo apresentados os resultados obtidos para a reagdo da lacase

imobilizada com o VC mediada pelo MS.

Tabela 4.7 - Resultados obtidos para a reacdo da lacase e 0 MS com o VC (s - desvio-padréo).

t(h) |Abs médiasggnm S

0,00 0,339 0,011
0,25 0,372 0,006
0,50 0,393 0,006
0,75 0,402 0,001
1,00 0,409 0,001
1,50 0,418 0,006
3,67 0,431 0,004
4,67 0,437 0,003

Através da analise dos resultados ndo se verifica a descoloracdo do VC, uma vez que
nédo ocorre a diminuicdo da absorvancia, o que indicaria a remocao do corante da solucéo.
Outros autores estudaram a remocao do VC utilizando a reacdo mediada com a lacase (99—
101). Suwannawong et al. (2010) obtiveram mais de 75% de descoloracdo do VC em 3 h,
utilizando a lacase parcialmente purificada de Lentinus polychrous e 0,200 MM ABTS como
mediador (99). Chairin et al. (2013) verificaram mais de 80% de remocdo do VC com a
adicdo de 2,00 MM de HBT pela lacase de Trametes polyzona (100). Ja Claus et al. (2002)
estudaram a remocdo do VVC na lacase livre e imobilizada em esferas de alginato na presenga
de 2,00 mM de HBT (101). O estudo mostrou que ap6s 16h de incubacéo, a lacase livre de
Polyporus pinisitus removeu 46,9% do VC, enquanto que a imobilizada, nas mesmas
condigdes removeu 64% (101).

Atendendo aos resultados descritos na bibliografia, pode concluir-se que o
comportamento verificado do sistema catalitico em estudo nédo era expectavel. A capacidade
da lacase de degradar o VVC é inegavel, uma vez que ja diversos estudos a comprovaram.
Além disso, pela analise da Tabela 4.8 é possivel verificar que no ensaio controlo ocorreu a
remocéo de 12,7+2,2% do VC apds 4h de reacdo. Desta forma, é possivel concluir que ndo
existe reacdo entre o suporte de imobilizacdo, 0 MS e 0 VC. Uma provavel explicacdo para

0 aumento da absorvancia verificado pode estar relacionado com reacGes secundarias entre
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0 produto de oxidagdo do VC e o mediador utilizado, o MS, resultando na formacéo de
compostos que absorvem ao comprimento de onda utilizado para avaliar a concentracdo do
VC. Esta hipotese é apoiada pois este tipo de comportamento apenas se verifica na presenca
da lacase. Na literatura ndo existem relatos de resultados concordantes com os que foram
obtidos, no entanto, os mediadores utilizados pelos autores foram diferentes, o que, uma vez

mais, aponta para que o MS desempenhe um papel fulcral na obtengéo destes resultados.

Tabela 4.8 - Resultados obtidos para o ensaio controlo com o VC (s - desvio-padréo).

Controlo
t(h) Remogéo (%) S
0,00 0,0 0,0
0,50 8,5 0,6
1,50 11,0 2,3
3,00 12,9 0,7
4,00 12,7 2,2

Em relacdo ao ensaio controlo, é importante referir que apenas a presenca das MNPs
promove a remocdo de corantes, uma vez que estes compostos apresentam uma carga
intrinseca que potencia a interacdo com as MNPs, podendo ser adsorvidos a sua superficie.

Em suma, embora os trabalhos ja desenvolvidos de degradacdo do VC pela lacase
apontem para a remocéo efetiva do corante, o estudo desenvolvido ndo obteve 0s mesmos
resultados. A causa provavel dessa alteracdo pode relacionar-se com a ocorréncia de reagdes

secundarias que promovem a formacao de compostos que vao mascarar a remocao efetuada.

4.5.2.1ndigo de carmim

Na Figura 4.10 sdo apresentados os perfis de remocéo do IC para a lacase livre e
imobilizada, utilizando 0,100 mM de MS como mediador. Além disso, apresentam-se
também os resultados obtidos para o ensaio controlo.

Através da analise da Figura 4.10 pode verificar-se que a lacase imobilizada apresentou
uma remocéo do IC superior a lacase livre, 28,4+0,7% e 21,0£0,2%, respetivamente (Anexo
A3). O ensaio controlo revelou que as MNPs foram responsaveis por remover 3,3+2,1%
(Anexo A3) do corante. Desta forma, a diferenga real entre a remocéo efetuada apenas pela

lacase imobilizada e pela lacase livre é de cerca de 4%. No entanto, € importante considerar
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que a remocdo do IC efetuada apenas pelas MNPs deve também ser incluida, uma vez que o

sistema catalitico envolve tanto a enzima como o suporte.
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Figura 4.10 — Efeito da imobilizacdo na remocéo do IC.

Outros autores verificaram também que a lacase imobilizada tem a capacidade de
degradar o IC (96-98,102-105). Rekuc et al. (2009, 2010) obtiveram mais de 90% de
remocdo do IC ap6s 2h de reacdo da lacase imobilizada em suportes de silica-gel e cerca de
80% com a imobilizacdo em espumas celulares de silicio mesoestruturadas (102,105). Com
a imobilizacdo da lacase de Lentinus polychrous em esferas de alginato e cobre, Phetsom et
al. (2009) verificaram a completa degradacdo do IC ap6s 150 minutos de reacdo (98). Um
outro estudo efetuado por Rajendran et al. (2012) com lacase imobilizada em esferas de
alginato atingiu mais de 70% de remocéo do IC ap0s 5 dias de reacdo (96). Também Lu et
al. (2012) verificaram a efetiva remocéo (65%) do IC pela lacase imobilizada presente nos
esporos de Bacillus amyloliquefaciens (97). A lacase de Trametes hirsuta foi imobilizada
numa esponja de aco inoxidavel por Couto et al. (2004) e os autores verificaram que apos 3
dias de reacdo o corante foi praticamente removido na totalidade (103). Por fim,
Teerapatsakul et al. (2008) obtiveram 96% de remocéo do IC apds 12 dias de rea¢do continua
(104). Embora os resultados obtidos estejam bastante abaixo dos apresentados nos estudos
efetuados, € importante ter em conta que diversos fatores afetam a descoloracéo do corante,
entre eles, 0 organismo produtor da lacase, a atividade da enzima, o suporte de imobilizacao

utilizado, o tempo de reacdo, 0 mediador e a sua concentracdo, para além da temperatura e
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pH a que ocorre a reacdo. Tendo em conta a pesquisa efetuada, pode concluir-se o estudo
desenvolvido foi o primeiro relato de descoloracdo do IC recorrendo a lacase imobilizada
em MNPs, comprovando assim gque a mesma € possivel. Os resultados obtidos poderiam ser
melhorados caso fosse possivel alterar o valor de pH ao qual ¢é efetuada a reacdo, uma vez
que, como ja foi evidenciado anteriormente, este parametro condiciona de forma severa a
atividade da enzima, ou entdo alterando a concentracdo de mediador utilizado, atendendo a
que ndo se sabe se a concentracdo de MS adotada (0,100 mM) corresponde a concentracao
de saturacdo da lacase, e consequentemente, a sua velocidade maxima de reacdo. Por este
motivo, foi aprofundado o estudo sobre o efeito da concentracdo de MS de forma a
maximizar a descoloragé@o do IC sob as condigdes adotadas.

4,5.2.1. Efeito da concentragdo de mediador
A fim de avaliar o efeito da concentracdo de MS na descoloragéo do IC, foi testada a
reacdo com 0,100 e 0,500 mM de MS, tanto com a lacase livre como com a lacase

imobilizada. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.11.
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Figura 4.11 - Efeito da concentragdo de MS na remocéo do IC.

Pela analise da Figura 4.11 é possivel verificar que o aumento da concentracdo de MS
promoveu o aumento da remocdo do IC, tanto na lacase livre como na imobilizada. Em
termos percentuais, a lacase livre chegou a 35,3+0,3% (Anexo A4) de remocao enquanto que

aimobilizada atingiu 43,8+1,1% (Anexo A4) utilizando 0,500 mM de MS, contrastando com
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os resultados obtidos para 0,100 mM de MS (21,0+0,2% e 28,4+0,7%, respetivamente)
(Anexo A3). O aumento verificado na remogdo do IC era ja esperado, atendendo a dindmica
do LMS. Uma reacdo enzimatica é condicionada pela concentracdo de enzima e de substrato
que se encontram no meio reacional. A enzima apenas atinge a sua atividade maxima quando
se encontra em situacdo de saturacdo, o que se aplica igualmente aos sistemas cataliticos que
envolvem mediadores. Neste caso, a atividade da enzima é condicionada pela concentracdo
de mediador, uma vez que € este que intervém diretamente na conversdo do substrato. Desta
forma, uma baixa concentracdo de mediador traduz-se numa atividade da lacase mais
reduzida. Ao aumentar a sua concentracdo, a atividade enzimatica sofre também um
aumento, até ao ponto em que a enzima se encontra saturada e 0 aumento da concentracéo
de mediador deixa de fazer efeito. Os resultados obtidos permitem concluir que 0,200 mM
de MS é uma concentracdo demasiado baixa, demonstrando-se condicionante na remocao do
IC. O aumento de 5 vezes na concentracdo de MS foi traduzido em cerca de 60 a 65% de
acréscimo na descoloragdo do corante. A concentracdo de MS necessaria para a saturagdo da
lacase imobilizada ndo foi estudada, logo ndo se pode apontar a eficiéncia maxima deste
sistema de remocdo. No entanto, apontando para uma aplicacdo industrial deste tipo de
sistemas, 0 aumento da concentracdo de mediadores envolve gastos que se podem revelar
proibitivos. Assim, se por um lado a otimizagdo e maximizagédo da eficiéncia de processos
se revela bastante importante na area industrial, por outro o custo associado a essa otimizacao
pode ndo ser justificavel.

Em modo de conclusao, € possivel antever que a instalacdo de sistemas de tratamento
de efluentes, nomeadamente da industria téxtil, que envolvam a lacase imobilizada em MNPs
apresenta inimeras potencialidades, tendo-se obtido no desenvolvimento deste estudo de

remocéo do IC uma eficiéncia bastante consideravel.
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Capitulo 5 - Concluséo

O trabalho desenvolvido permitiu concluir que as MNPs foram preparadas com
sucesso, atendendo aos resultados obtidos pelo FTIR e pela analise elementar. Em termos de
caraterizacdo, as imagens obtidas por TEM permitiram identificar claramente o revestimento
de silica efetuado nas MNPs, bem como a forma esférica e o didmetro de cerca de 50 nm das
mesmas. A andlise de adsor¢do de azoto BET mostrou que as particulas preparadas
apresentam uma area superficial de 30,2 m2.g, com 0,026 cm®.g* de porosidade e 54,8 A
de diametro de poro, comprovando assim uma das grandes vantagens deste tipo de material.
Por fim, a carga superficial das MNPs determinada através do potencial zeta foi de -44,5+0,7
mV, parametro fulcral para o sucesso da imobilizacdo da lacase.

O processo de imobilizacdo enzimatico foi otimizado, atraves da concentracdo de i6es
de Cu?* quelados na superficie das MNPs e do pH ao qual decorreu a imobilizag&o. A melhor
concentragio de ides Cu?* foi a respeitante a estequiometria 1:1, tendo-se verificado
89,2+6,8% de recuperacdo da atividade enziméatica. No que diz respeito ao pH, a
imobilizacdo apenas ocorreu para valores de pH abaixo de 3,5, sendo que, para o pH de 3,5,
foi obtida 97,4+0,6% de atividade recuperada, o que revela a eficiéncia do sistema de
imobilizacdo adotado.

De modo a caraterizar cineticamente a enzima livre e imobilizada foram determinados
0 Km € a Vmax. O valor de Ku da lacase imobilizada foi 0,6 vezes superior ao valor
determinado para a lacase livre, o que se revela bastante inferior as diferencas descritas na
bibliografia, apontando assim para um efeito quase inexistente no que toca a alteragéo entre
a afinidade da lacase ao seu substrato com a imobilizacdo. Em relagcdo ao Vmax, verificou-se
a sua diminuicdo em cerca de 6 vezes na lacase imobilizada, o que era expectavel dado que
a imobilizagdo origina alteragbes conformacionais que podem dificultar o acesso do
substrato ao centro ativo da enzima.

Além da cinetica, foi também avaliada a estabilidade da enzima a nivel térmico,
operacional e de armazenamento. Os resultados obtidos permitiram concluir que a
estabilidade térmica da lacase imobilizada foi superior a da lacase livre, tendo sido
determinados valores de ti» de 0,379 h e 0,209 h, respetivamente. Na estabilidade
operacional, a enzima imobilizada apresentou mais de 45% de atividade ap6s 10 ciclos
reativos consecutivos, 0 que comprova que pode ser utilizada continuamente. Por ultimo,

verificou-se que o armazenamento da enzima, tanto livre como imobilizada, ndo foi possivel,
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atendendo a que ao fim de 7 dias de armazenamento a atividade da mesma era quase
inexistente. Um dos pardmetros que condicionou amplamente os resultados obtidos na
avaliacdo da estabilidade do sistema catalitico em estudo foi o pH, pois provocou a
inativacdo precoce da enzima, o que condicionou o sucesso dos testes.

O desenvolvimento deste trabalho culminou com a aplicacdo do sistema de catalitico
em estudo na remocao de dois corantes amplamente presentes nos efluentes da industria
téxtil, o VC e 0 IC. A remocdo do VC néo ocorreu, tendo-se verificado a formacédo de um
produto, provavelmente resultante da reacdo entre o produto de oxidacdo do VC e o
mediador, MS. Em relacdo ao IC, obteve-se 43,8+1,1% de remoc¢do ap06s 4 h de reacao,
utilizando 0,500 mM de MS.

Com a execucdo deste trabalho foi possivel verificar que a aplicacdo industrial da
lacase imobilizada em MNPs apresenta muitas potencialidades. No entanto, é necessario
continuar o estudo, uma vez que ha limitagdes que necessitam de ser ultrapassadas para que

possa ser obtido o méximo rendimento na utilizagdo deste sistema.
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Capitulo 6 - Trabalho Futuro

Com vista ao melhoramento do sistema de catalise desenvolvido, é importante
contornar as limitacGes impostas pelo pH e também expandir a sua gama de aplicaces.

O sucesso da imobilizacdo da lacase nas MNPs preparadas é condicionado pelo pH ao
qual decorre o processo. Para que a lacase possa estabelecer interagdes com o suporte é
necessario que se encontre com carga global positiva, 0 que obriga a que a imobilizacéo
ocorra abaixo do seu pl. O pl da lacase € influenciado pelo organismo que a produz, o que
permite que o pH de imobilizacdo seja modificado. A escolha de uma lacase com elevado pl
implica o aumento do pH de imobilizagéo, e consequentemente, a redugdo do seu impacto
na estabilidade da enzima. Desta forma, é possivel obter um sistema enzimatico que
apresente melhores resultados do que aquele que foi desenvolvido neste trabalho.

Apbs ultrapassar a questdo do pH, outro ponto que deve ser explorado passa pela
aplicacdo do sistema na degradacdo de outros compostos. No trabalho desenvolvido
verificou-se a efetiva remocdo do IC, o que indica a capacidade da lacase remover este
corante. No entanto, existem outros corantes que podem também ser testados e até mesmo a
mistura de varios, de forma a que a composicao do substrato se aproxime da composicao de
um efluente real. Além dos corantes, outros compostos, como 0s compostos fendlicos devem
ser testados, uma vez que permitem que o sistema seja aplicado no tratamento de efluente
de muitas inddstrias e também eventualmente em processos de brangueamento com a

remocao dos restos de lenhina da pasta de papel crua utilizada no fabrico de papel.
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ANEXOS

Anexos

Al — Estabilidade térmica da lacase livre e imobilizada a pH 3,5 e da
lacase livre a pH 9,0

Lacase Livre Laf:e.lse
Imobilizada
(pH 3,5) (PH3,5)
thy | Ar(%) | s A (%) | s
0,00 100 0,0 100 0,0
0,25 49,3 53 68,6 6,8
0,50 23,6 2,3 40,2 10,6
0,75 18,1 08 - -
1,00 11,2 0,9 11,7 0,8
1,50 4,35 1,0 8,36 11
2,50 - - 2,11 0,5

Nota: Ar— atividade relativa

s — desvio padrdo

Lacase Livre
(pH 9,0)

t (h) Ar (%) s
0,00 57,2 0,8
0,50 100 0,0
1,00 99,8 19
2,00 97,1 31
3,00 95,0 17
4,00 96,5 04
6,00 88,7 0,8
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ANEXOS

A2 — Estabilidade operacional da lacase imobilizada

Nota: Ar— atividade relativa

s — desvio padrao

Lacase Imobilizada

Ciclo Ar (%) S
1 100 0,0
2 92,6 1,6
3 88,0 7,6
4 75,9 2,8
5 73,2 4,8
6 62,8 58
7 57,0 2,7
8 54,2 75
9 51,7 55
10 46,3 2,4
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ANEXOS

A3 - Efeito da imobilizacdo na remocéo do IC

Livre Imobilizada Controlo

t (h) Remogéo (%) S Remocéo (%) s Remog&o (%) S

0,00 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0,0
0,25 7,6 0,1 10,7 23 — —
0,50 14,0 04 14,6 39 17 0,5
0,75 16,2 0,0 18,8 3,6 — —
1,00 17,9 0,2 20,7 35 — —
1,50 19,9 0,1 24,3 2,7 24 17
2,00 — — 26,5 2,7 — —
3,00 20,9 0,1 21,7 13 3,2 2,3
4,00 21,0 0,2 284 0,7 3,3 2,1

Nota: s — desvio padrao

75



ANEXOS

A4 — Efeito da concentracdo de MS na remocéo do IC

0,100 mM de MS 0,500 mM de MS
Livre Imobilizada Livre Imobilizada

t(h) Remocgdo (%) s |Remogdo (%) s |Remogdo(%)| s |Remocdo(%)| s

0,00 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0,0 0 0,0
0,25 7,6 01 10,7 2,3 93 57 10,3 0,0
0,50 14,0 04 14,6 39 17,9 32 18,8 0,5
0,75 16,2 0,0 18,8 3,6 236 13 24,8 1,2
1,00 179 0,2 20,7 35 273 12 288 0,5
1,50 19,9 01 24,3 2,7 314 0,8 35,6 04
2,00 — - 26,5 2,7 — — 38,3 0,3
3,00 20,9 01 21,7 13 35,0 0,8 425 1,7
4,00 21,0 0,2 284 0,7 353 0,3 43,8 11

Nota: s — desvio padrao
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