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INTRODUCAO

Enzimas séo catalisadores eficientes para uma série de reacdes de biotransformacao.
Essas enzimas catalisam reacdes de oxidacdo de diversos compostos organicos e inorganicos
utilizando, em muitas delas, o perdxido de hidrogénio como agente oxidante (SATO et al.,
1995). Uma dessas enzimas é a peroxidase de raiz forte (HRP). A HRP apresenta alta
estabilidade, baixo custo e resposta em um amplo intervalo de pH. A HRP ¢é muito utilizada
na oxidacdo de compostos fendlicos, por tanto, amplamente aplicada no setor ambiental para
monitoramento de contaminantes em efluentes provenientes das industrias.

As enzimas podem participar das reacdes de biotransformacdo na forma livre ou na
forma imobilizada. O uso da enzima livre é limitado devido a sua instabilidade e alto custo. O
uso da enzima modificada apresenta beneficios como uma melhor estabilidade no meio
reacional podendo ser aplicada em diferentes condi¢cfes de reacdo podendo ser reutilizada
mais vezes reduzindo significativamente o custo da sua utilizacdo (XU et al., 2013).
Umas das técnicas de imobilizacdo de enzimas é a imobilizacdo por adsor¢do. A enzima ndo
adsorvida é removida com tampdo. O mecanismo de adsor¢do é baseado em ligacGes fracas
como forcas de Van der Waals e /ou interacOes eletrostaticas e hidrofébicas.

Neste trabalho utilizamos como suportes as resinas amberlites IRA 67 e amberlite IRC
748. A resina amberlite IRA 67 é uma resina ani6nica fraca com matriz acrilica do tipo gel
apresentando alta especificidade para um ion ou grupos de ions. A resina Amberlit IRC 748 €
uma resina quelante de troca iénica, também conhecida como complexante ou resina de ion
especifico, apresentando alta especificidade para um ion ou grupos de ions (ZAINOL E

NICOL, 2009).
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Figura 1. Estrutura quimica das resina Amberlite IRA 67
Diante da importancia da imobilizacdo de enzimas e das caracteristicas da amberlite
como adsorvedor, o presente estudo foi proposto visando imobilizar a HRP em diferentes
suportes como Amberlite IRA 67 e amberlite IRC 748 puras e modificadas através da troca
ibnica com niquel (I1) e sulfato de cobre (I1) pentahidratado (CuSO4.5H,0).

METODOLOGIA

Impregnacdo de Niquel (I1) e Sulfato de Cobre (11) pentahidratado (CuSO,4.5H,0) nos
suportes Amberlite IRA67 e Amberlite IRC 748

A HRP foi imobilizada por adsorcdo fisica (ADS) em resinas de troca idnica (amberlite IRA
748 e amberlite IRA 67). Para a resina IRA 748 foi realizada a impregnacdo com Ni** e em
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todos os experimentos, utilizando essa resina, foi oferecido 0,008 mg HRP/g de suporte. Num
frasco de 50 mL foram adicionados 5,0 g do suporte e 20 mL de uma solucdo de sulfato de
cobre (I1) petahidratado de concentracdo 0,03M e 0,3M. A mistura de reacao foi mantida sob
agitacdo por 15 minutos num shaker. Apés esse periodo, ocorreu a filtracdo e secagem do
suporte a 60°C para posterior imobilizacdo da enzima.

ey

Figura 2: A) Resina amberlite IRA 67. B) Resina amberlite IRA 67 impregnada com solugdo de CuSO4.5H,0 0,03M. C)

Resina amberlite IRA 67 imoreanada com solucdo de CuS0..5H-0 0.3M.
Imobilizagéo da Peroxidase HRP nos Suportes
Num frasco com tampa foi adicionado 0,5g do suporte, a quantidade da HRP variou de acordo
com os carregamentos (0,125-3mg HRP/g suporte) e 5 mL de solugdo tampdo fosfato
(Na;HPO,4.2H,0) 0,1 M, pH 7,0. Esse procedimento foi realizado com o suporte sem o ion
Cu?* (branco) e com o suporte impregnado com a solucdo de sulfato de cobre (lI)
pentahidratada nas concentracdes de 0,03 e 0,3M. A mistura de reacdo foi agitada num shaker
durante 3 horas a 30°C. Logo apo6s, foram armazenados a 4°C por 24 horas. Apds esse
periodo, ocorreu a filtracdo e a analise da atividade enzimatica para calculo da eficiéncia de
imobilizacéo (E.I.).
Determinacdo da atividade peroxidasica
A atividade enziméatica da HRP foi determinada por método colorimétrico, baseado na
mudanca de absorbancia a 470 nm devido a formacéo do produto de oxidacdo do guaiacol, o
tetraguaiacol durante trés minutos (ctetraguaiacol: 26,6 mM™ cm™) (HIRATA et al., 1998).
Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de fornecer 1
umol de produto em 1 minuto a 25 °C em pH 7,0. A eficiéncia de imobilizacdo (%) e o
nimero de unidades de enzima imobilizada (U) foram determinados pela diferenca entre
namero de unidades de peroxidase oferecidas (Uo) e o nimero de unidades de enzima

remanescente no filtrado (Uf), conforme a equacdo: Eficiéncia de imobilizacdo (%) =
(Uo—Uf)X100
Uo

RESULTADOS ALCANCADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliada eficiéncia como suporte na imobilizacdo da enzima HRP de dois
amberlites, a IRA 748 e a IRA 67. De acordo com a Figura 3, observa-se que para pH 7,0 teve
um aumento da eficiéncia de imobilizacdo utilizando o suporte amberlite IRA 478 na medida
que aumenta a concentracdo enzimatica. Para pH 8,0 os resultados oscilaram. De uma forma
geral, os valores para eficiéncia de imobilizacdo mostraram-se elevados para os pHs
estudados. A eficiéncia de imobilizagéo foi alta, mas a concentragdo de enzima usada ndo foi
suficiente para que ocorresse atividade no biocatalisador.
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Figura 3: Eficiéncia de Imobilizagdo para a IRA 748 nos pHs 7,0 e 8,0.



O efeito da impregnacdo do ion cobre (Il) foi estudado na amberlite IRA 67 para
concentracdes do metal de 0,03M e 0,3M.
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Figura 4: Eficiéncia de Imobilizagio da HRP em resina amberlit IRA 67. A) Controle, sem metal. B) Suporte com o fon Cu® 0,03M.
C) Sunorte com o fon G2 0.3M.

Na figura 4 se apresentam os resultados obtidos através do método de imobilizagdo por
adsorcéo fisica (ADS) usando a amberlite IRA 67 sem metal e com impregnacéo de cobre (1)
a diferentes concentracfes. Nos graficos pode-se observar um aumento na eficiéncia de
imobilizacdo com o aumento no carregamento no intervalo de 0,125 a 1,0 mg de HRP/g de
suporte e para um carregamento superior (2,0 e 3,0 mg de HRP/g suporte) ocorreu uma
diminuicdo na eficiéncia. Esse mesmo comportamento pode ser observado na presenca de
ions cobre (I1). 1sso mostra que houve uma afinidade da enzima pelo suporte e essa interacdo
foi proporcional a concentracdo da enzima. Com os carregamentos (2,0 e 3,0 mg HRP/ g
suporte) nota-se uma reducdo na eficiéncia atribuido provavelmente a sobrecarga de enzima
no suporte que leva a limitagcdes difusionais para o substrato.

Os resultados mostram que o carregamento de 1,0 mg de HRP/g de suporte é considerado
ideal para imobilizacio de HRP por ADS em amberlite IRA 67. As eficiéncias de
imobilizacdo foram: Controle (87,1%); IRA 67-Cu (I1) 0,03M (85,8%) e IRA 67-Cu (11) 0,3M
(87,5%). Observou-se também que a presenca do fon Cu?* no suporte ndo influenciou de
forma significativa na eficiéncia de imobilizacao.

Na figura 5 se apresentam os resultados obtidos com o carregamento enzimatico.
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Figura 5: Efeito do carregamento enzimatico (0,125 - 3 mg HRP/g suporte) na imobilizacdo da HRP em Amberlite IRA 67. A)
Controle. B) impregnada com o ion Cu?* 0,03M. C) impregnada com o fon Cu® 0,3M.

Apesar da alta eficiéncia de imobilizacdo, a enzima imobilizada no suporte IRA 67 nos
carregamentos enzimaticos (0,125 mg HRP/g; 0,25 mg HRP/g; 0,5 mg HRP/ g e 1 mg HRP/g
suporte) ndo apresentou atividade. Para os carregamentos 2 e 3 mg HRP/ g suporte, a enzima
imobilizada apresentou atividade enzimatica nos suportes impregnados com o metal cobre.

Tabela 1: Atividade do biocatalisador Amberlite IRA 67 nos carregamentos 2 e 3 mg HRP/ g suporte.

Concentragdo ion Cu2+ Atividade Imobilizado (U/mL)
2 mg HRP/g suporte 3 mg HRP/g suporte
0,03M 1,1 x10-4 1,1 x10-4
0,3M 1,5x10-4 1,6 x 10-4

De acordo com a Tabela 1, a atividade no imobilizado foi maior ao usar uma concentragédo
maior do fon Cu?*.

CONCLUSOES

A eficiéncia de adsorcéo da enzima HRP nas resinas amberlite IRA 748 e IRA 67 mostrou-se
satisfatoria. Os valores de eficiéncia para amberlite IRC 748 mostraram-se elevados o que
indica que toda a enzima interagiu com o suporte ficando uma atividade residual no filtrado
muito baixa refletindo em altos valores para a eficiéncia. Os valores de eficiéncia para
amberlite IRA 67 mostraram-se crescentes até o limite de saturacdo do suporte a partir do qual
esses valores comecaram a declinar. O carregamento de 1 mg de HRP/g suporte foi
considerado ideal para imobilizacdo nessa resina. O metal cobre ndo influenciou na eficiéncia
de imobilizacdo, mas na atividade dos imobilizados, da amberlite IRA 67, de maior
carregamento (2 e 3 mg HRP/ g suporte).
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