UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

JOSE CLEUB SILVA SANTOS JUNIOR

Imobilizacéo e caracterizacao fisico-quimica parcial de uma lacase
produzida por Pleurotus pulmonarius utilizando fermentacdo em

estado solido com residuos agroindustriais

JEQUIE/BA

SETEMBRO/2019



JOSE CLEUB SILVA SANTOS JUNIOR

Imobilizac&o e caracterizacéo fisico-quimica parcial de uma lacase
produzida por Pleurotus pulmonarius utilizando fermentacdo em

estado sdélido com residuos agroindustriais

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s- Graduacdo em Quimica da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, como parte
dos requisitos para a obtencdo do titulo de

Mestre em Quimica.

Area de concentracio: Quimica Analitica

Orientador: Prof. Dr. Baraquizio Braga do Nascimento Junior

Coorientador: Profa. Dr2. Andréa Miura da Costa

JEQUIE/BA
SETEMBRO/2019



S237i Santos Junior, José Cleub Silva.

Imobilizacdo e caracterizagcdo fisico-quimica parcial de uma
lacase produzida por Pleurotus pulmonarius utilizando fermentacéo

em estado sélido com residuos agroindustriais / José Cleub Silva
Santos Junior - Jequié, 2019.

61f.

(Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-Graduacgéo em Quimica da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB, sob orientacdo do

Prof. Dr. Baraquizio Braga do Nascimento Junior e coorientacdo da
Profa. Dra. Andréa Miura da Costa)

Rafaella Cancio Portela de Sousa - CRB 5/1710. Bibliotecaria — UESB - Jequié



TERMO DE APROVACAO
JOSE CLEUB SILVA SANTOS JUNIOR

“Imobilizagéo e caracterizagdo fisico-quimica parcial de uma lacase produzida por
Pleurotus pulmonarius utilizando fermentagdo em estado solido com residuos
agroindustriais”

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés-graduagdo em Quimica da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia como requisito parcial para obtengdo do grau de Mestre

em Quimica.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Baraquizio Braga do Nascimento Junior - Orientador
(UFRJ, Rio de Janeiro - RJ, 2008)

'l RS

Prof. Dr. Jodo Carlos Teixeira Dias
(UFMG, Belo Horizonte - MG, 2003)

e

)
Prof. Dr. Gildon@ Lima Valasques Junior
(UEFS, Feira de Santana - _BA, 2014)

Dis(s)ertacio aprovada pelo Colegiado do Curso de Pds-graduagdo em Quimica em
30 /109 /19 :



A minha companheira, pela dedicag&o, suporte
e incansavel apoio ao longo do periodo

de elaboragéo deste trabalho

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Secretaria de Educacdo do Estado da Bahia - SEC, por permitir o

meu afastamento para dedicacéo aos estudos.

A Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB, pela oportunidade de
realizagédo do curso de Mestrado.

As ageéncias financiadoras do projeto, FAPESB e CNPg, pela contribuicdo para a

realizacdo da pesquisa.

Ao meu orientador Prof. Baraquizio Braga do Nascimento Junior pela orientacao,

ensinamentos, incentivo e dedicagéo dispensados a mim.

A minha coorientadora, Prof. Dra. Andréa Miura da Costa pelos ensinamentos,

colaboracéo e apoio.

A minha amada companheira Ariana Santos, pela paciéncia, apoio, compreenséao e
ajuda. Sem duavida, minha gratidao por ter colaborado imensamente em todos 0s

momentos de dificuldade.

A minha querida familia, por entender minha auséncia e pelo apoio. A minha irma
Jamile Maiara e especialmente aos meus pais amados, meus infinitos

agradecimentos.

A todos os colaboradores do LABMA que também contribuiram significativamente

para o andamento das atividades, em especial Camila Oliveira e Manuela Gomes.

Aos meus queridos colegas e amigos de laboratério, especialmente minha amiga

Kelly Menezes, pelo companheirismo e ajuda durante toda a caminhada do Mestrado.

Enfim, a todos que colaboraram com a realizacdo deste trabalho, meus sinceros

agradecimentos



O universo nao foi feito a medida do ser humano,

mas tampouco lhe é adverso: é-lhe indiferente.

Carl Sagan



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS

Topologia dos dominios (I, Il e Ill) e os centros de ions
cobre da lacase. O dominio | mostrado em vermelho, o
dominio Il em verde e o dominio Ill em azul...

Sitio ativo da lacase com os quatro centros de ions cobre
com os aminoacidos de coordenacao.

Mecanismo da reacao de catélise nos centros de cobre
da lacase.

Interacdes quimicas para imobilizacdo enzimatica. (a)
Adsorcdo de enzimas sobre um suporte. (b) Ligacéo
covalente entre os grupos nucledfilo da enzima e o
suporte...

Imobilizacdo de enzimas por interacdes fisicas. (a)
Entrelacamento de enzimas numa matriz porosa. (b)
Encapsulamento de enzimas.

Reacdo de condensacdo do glutaraldeido com o grupo
amino.

Estrutura quimica do alginato: (G) a-L-gulurdnico e (M) 3-
D-manuronico.

Enzima imobilizada em alginato de calcio (A) e tamanho
meédio das microesferas (B).

Efeito do pH na atividade da lacase de P. pulmonarius a
40 °C. Os dados séo apresentados como média £ DP (n
= 3).

Efeito da temperatura na atividade da lacase de P.
pulmonarius em pH 6timo (pH 4,0). Os dados sé&o
apresentados como média = DP (n = 3).
Termoestabilidade da lacase livre (A) e da lacase
imobilizada (B) nas condi¢des 6timas de pH (4,0) e em
diferentes tempos de incubacdo. Os dados sé&o

apresentados como média = DP (n = 3).

Pag.

19

20

21

23

24

25

28

36

38

39

40



Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Cinética de desativacdo da lacase livre e da lacase
imobilizada nas temperaturas: 30 °C (A), 40 °C (B), 50 °C
(C) e 60 °C (D) em pH (4,0).
Determinacéo dos parametros cinéticos (km € Vmax) pelo
método grafico Lineweaver-Burk da lacase livre e lacase
imobilizada a 40°C e pH 4,0.

Estabilidade de armazenamento a 4 °C em tampéo
acetato (pH 4,0) para lacase livre e lacase imobilizada.

Potencial de reutilizacdo da lacase imobilizada em ciclos
de oxidacao do ABTS.

43

45

50

51



Tabela 01.

Tabela 02.

Tabela 03.

Tabela 04.

LISTA DE TABELAS

Parametros da lacase imobilizada por aprisionamento (sem
reticulagéo) e por aprisionamento com reticulacao.

Parametros da inativacdo térmica da lacase livre e da lacase
imobilizada. Constante de decaimento térmico (k1) e tempo de

meia vida (tu2).

Parametros cinéticos: constante de Michaelis-Menten (km) e
velocidade maxima (vmax) da lacase livre e da lacase

imobilizada.

Efeito de ions e aditivos na atividade da lacase livre e da lacase

imobilizada.

Pag.

37

44

46

47



Imobilizac&o e caracteriza¢do fisico-quimica parcial de uma lacase produzida
por Pleurotus pulmonarius utilizando fermentacdo em estado sdélido com

residuos agroindustriais

Autor: José Cleub Silva Santos Junior
Orientador: Baraquizio Braga do Nascimento Junior

Coorientador: Andréa Miura da Costa

RESUMO:

As lacases de origem fungica sdo enzimas de alto potencial redox utilizadas na
induUstria de alimentos e em biotecnologia ambiental. Geralmente, a lacase imobilizada
apresenta estabilidade maior do que a forma livre e ainda pode ser recuperada e
reutilizada. A producdo da lacase por Pleurotus pulmonarius foi realizada utilizando
fermentacdo em estado solido tendo residuos agroindustriais como substrato. A
condicéo de producéo de lacase (893,5 U.L1) foi com umidade inicial de 85%, 5 dias
de cultivo e 30°C. As microesferas com lacase reticulada com glutaraldeido 2%
apresentou a melhor eficiéncia de imobilizacdo (72,4%) e reduziu a lixiviagdo
enzimatica em aproximadamente 3 vezes. O pH 4,0 foi o 6timo da lacase livre e
imobilizada, enquanto que a temperatura 6tima foi 40 e 50 °C, respectivamente. A 40
°C a constante de decaimento (k1) da lacase imobilizada reduziu em 2 vezes e o tempo
de meia vida aumentou 2,3 vezes em relagao aos valores obtidos para a enzima livre.
O valor de km aumentou de 0,124 para 0,177 mM e o valor de Vm diminuiu de 0,162
para 0,089 mM.min! na lacase livre e imobilizada, respectivamente. A lacase livre e
imobilizada foram inibidas pelo B-mercaptoetanol, SDS e EDTA e ativadas na
presenca de Cu*?. A lacase livre reteve 36% da atividade inicial apés 7 dias de
armazenamento, enquanto a lacase imobilizada manteve 67%. Apds cinco ciclos de
uso a lacase imobilizada apresentou atividade superior a 70%. Estes resultados
indicam que a lacase apresenta caracteristicas fisico-quimicas que permitem a
utilizacdo tanto da sua forma livre quanto imobilizada. Além disso, a imobilizacao

melhorou a estabilidade ao armazenamento e possibilitou o reuso da lacase.

Palavras-Chave: Lacase, imobilizacédo, caracterizacao e Pleurotus pulmonarius.



Immobilization and partial physicochemical characterization of a laccase
produced by Pleurotus pulmonarius using solid-state fermentation with

agroindustrial residues
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ABSTRACT:

Laccases of fungal origin are high potential redox enzymes used in the food industry
and environmental biotechnology. Generally, the immobilized laccase has greater
stability than the free form and can still be recovered and reused. Pleurotus
pulmonarius laccase production was performed using solid-state fermentation with
agroindustrial residues as substrate. The condition of laccase production (893.5 U.L?)
was with initial humidity of 85%, 5 days of cultivation and 30 °C. The microspheres with
2% glutaraldehyde cross-linked laccase showed the best immobilization efficiency
(72.4%) and reduced enzymatic leaching by approximately 3-fold. The pH 4.0 was the
optimum of free and immobilized laccase, while the optimum temperature was 40 and
50 °C, respectively. At 40 °C the decay constant (ki) of the immobilized laccase
decreased by 2 times and the half-life increased 2.3 times compared to the values
obtained for the free enzyme. The km value increased from 0.124 to 0.177 mM and the
Vm value decreased from 0.162 to 0.089 mM.min in free and immobilized laccase,
respectively. Free and immobilized laccase were inhibited by B-mercaptoethanol, SDS
and EDTA and activated in the presence of Cu*2. Free laccase retained 36% of initial
activity after 7 days of storage, while immobilized laccase maintained 67%. After five
cycles of use the immobilized laccase showed activity greater than 70%. These results
indicate that laccase has physicochemical characteristics that allow the use of both its
free and immobilized form. In addition, immobilization improved storage stability and

enabled laccase reuse.

Keywords: Laccase, immobilization, characterization and Pleurotus pulmonarius.
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1. INTRODUCAO

A lacase é uma enzima que pertence a familia da multicobre oxidases e
catalisam reacdes de oxidacao do substrato concomitantemente como a reducédo do
oxigénio molecular (O2) a agua (H20). Estas enzimas sdo encontradas em diversos
organismos, porém as produzidas por fungos decompositores da madeira sdo de
grande interesse biotecnoldgico. Entre as espécies de fungos, o Pleurotus
pulmonarius esta entre as mais estudas, principalmente pela alta producéo de lacase
e pela facilidade de crescimento em substratos lignocelUsicos, como 0s provenientes
da industria do processamento da pupunha (Bactris gasipaes) e da améndoa de cacau
(Theobroma cacao) (SINGH; SINGH, 2014; PERALTA et al., 2016).

Devido ao elevado potencial redox da lacase estudos estdo sendo
desenvolvidos com vista a sua aplicacdo em diversos setores industriais. No entanto,
muitas das condicdes operacionais da industria sdo incompativeis as caracteristicas
fisico-quimicas da lacase em sua forma solavel. Portanto, torna-se imperativo o
estudo e desenvolvimento de sistemas enzimaticos que garantam a maior eficiéncia
e estabilidade da lacase (GIARDINA et al., 2010; MATE; ALCALDE, 2017).

Entre as maiores limitacdes para uso da lacase soluvel estédo a dificuldade de
recuperacédo, sensibilidade a acdo de agentes desnaturantes e baixa estabilidade
condicdes extremas, como pH e temperatura. Assim, a imobilizacdo enziméatica surge
como uma tecnologia viavel e capaz de superar estas limitacdes. Geralmente, a
enzima imobilizada ganha estabilidade, tem a recuperacao e reutilizacdo facilitada,
possibilitando, assim, a reducdo dos custos dos do processo (CARVALHO; LIMA,;
SOARES, 2015; MOHAMAD et al., 2015; SOUZA; et al., 2017).

Véarias métodos de imobilizacdo sdo abordados na literatura, porém o
aprisionamento enzimatico em microesferas de alginato se destaca como uma técnica
ecologicamente correta, de baixo custo e de facil execucdo. No entanto, essa técnica
apresenta como principal limitacdo o tamanho dos poros formados na matriz de
alginato, o que dificulta a retencédo da enzima nesse suporte (BRUGNARI et al., 2018).
O presente estudo realizou o aprisionamento enzimético em microesferas de alginato
o empregando a lacase reticulada com glutaraldeido e a caracterizacéo fisico-quimica

da enzima tanto da sua forma livre e como na imobilizada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Género Pleurotus

Os basidiomicetos do género Pleurotus pertencem a ordem Agaricales e a
familia Pleurotaceae e sdo também denominados fungos da podriddo da madeira.
Reconhecidas mundialmente por seu valor gastrondmico, as espécies do género
Pleurotus se destacam como uma importante fonte de nutrientes, particularmente
proteinas, minerais, bem como vitaminas B, C e D (PANJIKKARAN; MATHEW, 2013).
Elas sdo encontradas nos ecossistemas florestais e geralmente se desenvolvem sob
arvores mortas ou em troncos caidos, onde atuam enzimaticamente na degradacdo
dos polimeros naturais, especialmente lignina. A bioconversdo da lignina € um
processo de grande relevancia ambiental, pois contribui significativamente para a

reciclagem do carbono nos ecossistemas (SINGH; SINGH, 2014, ).

Os fungos degradadores da madeira sao excelentes produtores de enzimas
lignoliticas com potencial para a aplicacdo biotecnoldgica industrial. Por isso, o
interesse nestes organismos e aumento no nimero de estudos que visam a selecao
de cepas e a otimizacdo das dos meios de cultivo de espécies de género Pleurotus
com alta capacidade de producédo (PERALTA et al., 2016).

No que tange a producdo de enzimas o Pleurotus ostreatus e o Pleurotus
pulmonarius, se destacam como espécies bem estudas. O grande interesse por elas
esta relacionado as suas propriedades lignoliticas e com a facilidade de cultivo, pois
desenvolvem seus micélios em diversos substratos, de onde extraem os nutrientes e
obtém as substancias necessarias para o crescimento, como carbono, nitrogénio,
vitaminas e minerais (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007; DIAS et al., 2003)

Os residuos agroindustriais sdo substratos que dispdem dos nutrientes
necessarios para o cultivo de basidiomicetos. Estudos demonstram a capacidade de
cepas do género Pleurotus de crescerem nos diferentes substratos como palha de
arroz e palha de trigo (PANT; REDDY; ADHOLEYA, 2006; TANIGUCHI et al., 2005),
casca da semente de café e sabugo de milho (DIAS et al., 2003), polpa e casca de
frutas (ALEXANDRINO et al., 2007), capim (FANADZO et al., 2010), plantas daninhas
(DAS; MUKHERJEE, 2007). O aproveitamento de residuos agroindustriais no cultivo

de micro-organismos agrega valor a estes produtos e também contribui para resolver


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleurotaceae&action=edit&redlink=1

17

os problemas ambientais decorrentes do seu acimulo na natureza. (ALEXANDRINO
et al., 2007; TASKIN et al., 2019). Além disso o uso de agro-residuos combinado a
eficientes processos fermentativos, viabilizam a producdo de enzimas em grande
guantidade e com as propriedades fisico-quimicas exigidas em aplicacdes industriais

e biotecnoldgicas.

Os processos fermentativos em estado sélido tém se consolidado como
tecnologia alternativa para producdo de enzimas lignoliticas em larga escala. A
fermentacdo em estado solido (FES) pode ser definida como o processo de cultivo em
que 0S micro-organismos crescem em suportes sélidos. Nessa técnica ha umidade
suficiente para garantir o crescimento e a atividade metabdlica dos micro-organismo
(HOLKER; HOFER; LENZ, 2004; PANDEY, 2003). Uma das vantagens da FES ¢ que
esta reproduz as condi¢cfes naturais de vida dos fungos, portanto, caracteriza-se como
a técnica mais adequada para a obtencao de altas concentracdes de enzimas a partir
de substratos lignoceluldésicos (RODRIGUEZ COUTO, 2008)

Os basidiomicetos se notabilizam por sua capacidade de degradar a lignina. A
clivagem desse biopolimeros envolve a acdo coordenada de um conjunto de enzimas
extracelulares chamadas de modificadoras da lignina (EML). O conjunto de EML
compreende trés peroxidase: lignina peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14), manganés
peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13) e uma versatil peroxidase (VP; EC 1.11.1.16) e uma
fenol-oxidase: lacase (Lac; EC 1.10.3.2). Normalmente sédo secretadas diferentes
combinagdes de isoformas destas enzimas ao longo do processo de despolimerizacao
(ALEXANDRINO et al., 2007; BAZANELLA et al., 2013; GIATTI MARQUES DE
SOUZA,; ZILLY; PERALTA, 2002; PERALTA et al., 2016).

A habilidade para sintese de EML varia entre os basidiomicetos, por isso eles
podem ser distribuidos em quatro grupos, de acordo com sua capacidade de produzir
lacase e peroxidases: (1) os que produzem lacase e todas as peroxidases, (2) os que
produzem lacase e pelo menos uma peroxidase, (3) os que produzem apenas lacase
e 0s que produzem apenas peroxidases. O P. ostreatus e P. pulmonarius séo
excelentes produtores de lacase e Mn peroxidase (grupo 2), as demais peroxidases,
aparecem em pequenas quantidades ou ndo sdo detectadas nas culturas destes
fungos (BAZANELLA et al., 2013; PERALTA et al., 2016).

A lacase fungica tem despertado o maior interesse, elas sao capazes de

catalisar reacbes com moléculas estruturalmente semelhantes a lignina, caracteristica
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gue a aliada ao seu elevado potencial redox e baixa especificidade ao substrato
oferece multiplas possibilidades de aplicacdes, seja em processos industriais ou
biotecnolégicos (RIVERA-HOYOS et al., 2013; YANG et al., 2017).

2.2 Lacase

Lacases (Lac; EC 1.10.3.2) sdo fenol-oxidases que integram a classe das
cupro-proteinas. No seu mecanismo de acdo de agdo usam o seu potencial redox do
sitio ativo para catalisar a oxidacdo de diversos substratos, ao mesmo tempo que

promovem a reducéo do oxigénio molecular a agua (MATE; ALCALDE, 2017).

A atividade de lacase foi inicialmente identificada na seiva da espécie vegetal
Rhus vernicifera, desde entdo, estudos apontam a presenca dessa enzima em outros
organismos como bactérias, insetos e fungos (ascomicetos e basidiomicetos)
(GIARDINA et al., 2010; YOSHIDA, 1983). Em plantas, estdo envolvidas na
constituicdo da parede celular, onde participam da biossintese da lignina. J& em
bactérias as lacases participam da sintese de pigmentos e compdem o sistema de
protecdo das células microbianas contra os efeitos deletérios causados pela
exposicao ao peroxido de hidrogénio e a luz ultravioleta. Enquanto que nos insetos, a
principal fungéo atribuida a lacase relaciona-se aos processos de esclerotiza¢do da
cuticula epidérmica (GIARDINA et al., 2010; MATE; ALCALDE, 2017).

Apesar de descritas em diversos organismos, as lacases de origem fangica sao
as mais pesquisadas. Em fungos, participam de diversos processos relacionados a
sua fisiologia, por exemplo, regulam a fase de esporulacao e formacao de pigmentos,
atuam na patogénese de plantas e nos mecanismos de desintoxicacdo. Além disso as
lacases integram o sistema enzimatico modificador da lignina e esta presente na
maioria das espécies de fungos decompositores da madeira como o Trichoderma
harzianum, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Pleurotus pulmonarius
(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; MATE; ALCALDE, 2017; PERALTA et al., 2016;
SINGH; SINGH, 2014).

As lacases produzidas por fungos decompositores da madeira sdo as
multicobre oxidases melhor compreendidas do ponto vista bioquimico e estrutural. Em
sua maioria apresentam-se como proteinas monomeéricas e globulares, com peso

molecular médio de 66 KDa, extracelulares e glicosiladas, com o teor de carboidratos
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entre 15-30%. A extensao da glicosilagéo contribui para o aumento do peso molecular
e confere as lacases maior estabilidade frente a acdo de inativantes, como solventes,
radicais livres e altas temperaturas. O seu pH 6timo e o ponto isoelétrico (pi) situam-
se na faixa acida (pH 2-5) e as temperaturas 6timas situa-se na faixa de 30 a 70°C
(MATE; ALCALDE, 2017; SHARMA; GOEL; CAPALASH, 2007; SINGH et al., 2011).

Na organizacdo da sua estrutura tridimensional as lacases fungicas exibem
uma arquitetura molecular bastante similar. Estdo sequencialmente arranjadas em
trés dominios. Cada um dos dominios tém uma topologia B-barril, morfologia comum
as diversas cupro-proteinas (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; WONG, 2009) O sitio
ativo da lacase € composto por quatro ions de cobre, todos com 0 mesmo estado de

oxidacéo (Cu*?) e distribuidos nos trés dominios.

Substrato B

His140
His138
w57
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= His93
kS o
ICF™
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Figura 1. A) Topologia dos dominios (I, Il e lll) e os centros de ions cobre da lacase. O dominio |
mostrado em vermelho, o dominio Il em verde e o dominio Ill em azul. Os ions de cobre (T1, T2 € T3)
sdo representados por esferas laranjas. B) Sitios de oxidagdo do substrato (T1) e de reducdo do

oxigénio molecular centro trinuclear (T2 e T3) (Adaptado de Silva et al., 2012).

No sitio ativo tem-se um cobre do tipo | (CuTz1), um cobre do tipo Il (CuT2) e
dois cobres do tipo Il (CuTs) (Figura 1 A). O CuTi, localizado no dominio 3,
caracteriza-se como o aceptor primario de elétrons retirados do substrato. Os Cu ions
CuT2 e CuTs formam um centro trinuclear, localizado na interface dos dominios 1 e 3,
regido onde ocorre a reducgéo do oxigénio (Oz) a agua (H20) (figura 1 B) (GIARDINA
et al., 2010; MUNK et al., 2015; SILVA et al., 2012).

Os quatro ions sdo distinguidos por espectroscopia ultravioleta/visivel e

espectroscopia de ressonancia eletrénica paramagnética (REP). O CuT: caracteriza-
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se por uma forte absorbancia em 610 nm, detectavel por REP e também responséavel
pela coloracdo azul da proteina. O CuT2 ndo absorve na faixa do visivel, porém
responde a REP. O par de ions de CuTs apresenta fraca absorbancia em 330 nm e
sinal de REP né&o detectavel (DWIVEDI et al., 2011; GIARDINA et al., 2010; WONG,
2009).

Nas lacases os ions de cobre atuam como bases de Lewis e coordenam 0s
elétrons livres de atomo de nitrogénio (N) e atomo de enxofre (S) presentes nos
residuos de aminoacidos. Nestas enzimas sequéncia de aminoacidos coordenados
encontra-se bastante conservada e € utilizada como critério de classificagdo das
cupro-proteinas (DWIVEDI et al., 2011).

O padréao de coordenacao dos aminoacidos € mostrado na figura 2. O CuT:
coordena o atomo de nitrogénio de duas histidinas e o atomo de enxofre da cisteina,

estes ligantes do cobre se dispdem em posicdo equatorial e assumem a geometria

trigonal.
Hist - N N- Hist
.Cu
? HiSt-N/§ S Hist -N_
Cu o _Cu-s-Cis
Hist- N°  N- Hist | .
/ Hist-N  pphe
Hist'NH!\m Cu
Hist - N N- Hist
TZ T3 T1

Figura 2. Sitio ativo da lacase com os quatro centros de ions cobre com os aminoacidos de
coordenacéo (Adaptado de (GUPTA et al., 2019).

O CuT1 ainda estabelece outra ligagdo, em posi¢cédo axial, com a fenilalanina e
completa a coordenacédo neste centro catalitico. O CuT2 coordena um dos atomos de
nitrogénio de duas histidinas e o atomo de oxigénio da agua, que formam outro centro
catalitico com geometria trigonal. No par CuTs cada ion coordena um dos atomos de
nitrogénio de trés histidinas e ainda coordena um atomo de oxigénio (proveniente de
uma hidroxila) e configura configuragédo centro catalitico em tetraédrica (BALDRIAN,
2006; GUPTA et al., 2019).



21

A catédlise mediada por lacase se processa de maneira que ao final do ciclo
quatro substratos sdo oxidados, concomitante a reducéo do oxigénio molecular (O2) a
agua (H20). Os estudos sobre o mecanismo de agao catalitica da lacase sugerem que
fluxo de elétrons ocorre em trés etapas como mostrado na figura 3. Inicialmente,
quatro moléculas do substrato sdo oxidadas pelo CuTi, que transfere os elétrons
extraidos para o centro trinuclear CuT2 / CuTs e converte a enzima da forma nativa
(com os ions Cu*?) para o seu estado reduzido (com os ions Cu*!) (JONES;
SOLOMON, 2015) .

Na segunda etapa a molécula de oxigénio se liga ao centro trinuclear, recebe
dois elétrons transferidos dos ions CuTs reduzido, que resulta na formacdo de um
intermediario peréxido (022). Por Gltimo, o peréxido intermediario sofre clivagem na
ligacdo O-O, libera uma molécula de agua e decai para um radical oxigénio (*O).
Imediatamente o CuT2 reduz radical oxigénio a um novo peréxido, libera uma segunda
molécula de agua e recompde a enzima a seu estado de repouso (RIVERA-HOYOS
et al., 2013; SHARMA et al., 2006; SILVA et al., 2012).

Enzima oxidada Enzima reduzida
T, cu?t h
H
o
T N

+
H,0 + 2H

Radical intermediario Intermediario perdéxido

Figura 3. Mecanismo da reacao de catalise nos centros de cobre da lacase. (Adaptado de Wong, 2009).
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2.3 Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo enzimatica caracteriza-se pela retencdo de enzimas, seja pelo
seu acondicionamento fisico em matriz polimérica ou por ligacdo quimica com o
suporte (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; MOHAMAD et al., 2015; SOUZA,; et al.,
2017). Os materiais mais utilizados na preparacdo da matriz/suporte exibem
diferencas estruturais, por isso podem ser classificados em dois grupos: inorganico ou
organico. O grupo dos organicos pode ser subdividido em sintéticos ou naturais
(BRENA; PAULA GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013)

Diversos matérias de origem inorganica sdo utilizados como suporte, entre
estes destacam-se: areia, alumina, carvao ativo, ceramica, hidroxiapatita, silica, vidro
e outros. Estes materiais apresentam como vantagem o fato de serem estaveis, de
baixo custo, resistentes a solventes organicos e ao crescimento de fungos e bactérias
(AHMAD; SARDAR, 2015)

Os suportes sintéticos, como por exemplo: poliestireno, poliacrilamida,
poliacrilato e polivinil estdo entre os mais empregados na imobilizacdo de enzimas.
Estes suportes exibem diferencas quanto a forma fisica e na estrutura quimica, logo
podem ser combinadas para se obter suportes com as propriedades desejadas.
Porém os suportes naturais apresentam algumas vantagens quando comparados aos
sintéticos, pois geralmente sdo de facil obtencdo e sdo biodegradaveis (BRENA,
PAULA GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013; SOUZA; et al., 2017).

Entre os suportes naturais utilizados, as proteinas (albumina, colageno,
gelatina, gluten e seda) e os polissacarideos (agar, agarose, amido, alginato, celulose
e quitosana) estdo entre mais usados na imobilizacdo de enzimas (SOUZA,; et al.,
2017). A utilizacdo de proteinas ou polissacarideos contribui para o aumento da
biocompatibilidade do suporte, que consequentemente favorece manutencdo da
atividade da enzima (MOHAMAD et al., 2015).

A escolha do suporte adequado torna a imobilizacdo vantajosa, pois melhora
algumas das propriedades da enzima, principalmente a estabilidade térmica, a
resisténcia ao pH, a estocagem e a durabilidade. Além disso, a imobilizacédo
enzimatica permite que a enzima seja facilmente separada do meio reacional e
reutilizada. A reutilizacdo destaca-se como uma das vantagens mais relevantes da

imobilizagdo, porque reduz consideravelmente os custos operacionais e viabiliza a
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aplicacdo de enzimas em processos industriais e biotecnologicos (BRUGNARI et al.,
2018; CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2013).

Algumas dessas vantagens foram evidenciadas no estudo desenvolvido por
BRUGNARI et al., (2018), que imobilizaram enzimas produzidas por Pleurotus
ostreatus em suporte de agarose. Nesse estudo 0s autores concluiram que a
termoestabilidade e a resisténcia ao pH da enzima imobilizada foi maior que da enzima
livre. Adicionalmente os pesquisadores verificaram que ap0s a imobilizacdo a enzima
retém 90% da sua atividade inicial ap6s 15 ciclos de operacgéo. Este estudo evidencia
qgue a imobilizacdo melhora as propriedades da enzima.

As estratégias de imobilizacdo enzimatica sdo baseadas no modo de interacao
entre a enzima e o suporte. Estas estratégias sédo divididas em quimica e fisica. Entre
as estratégias quimicas destacam-se: adsorcao, ligacao covalente e ligacdo cruzada
(Figura 4), enquanto a estratégia de confinamento fisico (Figura 5) inclui o

aprisionamento e a encapsulacao (SOUZA; et al., 2017).

a) Adsor¢ao b) Ligagao covalente ¢) Ligagdo cruzada
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Figura 4. InteragBes quimicas para imobilizagdo enzimatica. (a) Adsor¢do de enzimas sobre um
suporte. (b) Ligacao covalente entre os grupos nucledfilo da enzima e o suporte. (¢) Reticulagédo de

enzimas por agentes bifuncionais. (Adaptado de Fernandez-Fernandez; Sanroman; Moldes, 2013).

Na imobilizacdo por adsor¢gdo a enzima encontra-se ligada ao suporte sélido
por interacdes fracas como forcas de van der Waals (intera¢des hidrofobicas), pontes
de hidrogénio e ligacdes idnicas. As principais vantagens da adsor¢cao séo a facilidade
do processo, 0 baixo custo, o reprocessamento do suporte e a manutencdo da

estrutura nativa da enzima. A grande desvantagem da técnica esta na possibilidade
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de reversao da ligacao (dessorcéo) devido as variagdes de temperatura, pH e da forca
ibnica do meio reacional (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; FERNANDEZ-
FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013). Esta desvantagem pode ser superada

ao empregar a imobilizacdo enzimatica baseada em ligacéo covalente.

a) Entrelacamento b) Encapsulacéo

Figura 5. Imobilizacao de enzimas por interacdes fisicas. (a) Entrelagamento de enzimas numa matriz
porosa. (b) Encapsulamento de enzimas. (Adaptado de Fernandez-Fernandez; Sanroman; Moldes,
2013).

A imobilizacao por ligacdo covalente envolve reacfes irreversiveis do suporte
com os aminoacidos da cadeia lateral da enzima. Estes aminoacidos possuem em
sua porc¢dao terminal grupos funcionais do tipo carboxilato, fendlico, sulfidrico, amino,
imidazol e indol, que em condicdes especificas de reacado se ligam covalentemente o
suporte (BRENA; PAULA GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Em alguns
casos, a imobilizacdo por ligagdo covalente inicia com reacdes de ativacdo da
superficie do suporte, onde grupos funcionais do suporte sdo modificados e produzem
intermediarios reativos (SOUZA; et al., 2017). Nas reacfes de ativacdo geralmente
sdo empregados peptideos ou reagentes bifuncionais como glioxol e o glutaraldeido.
(AHMAD; SARDAR, 2015).

A intensidade da ligacdo covalente confere vantagens ao biocatalisador, como
reducdo da dessorcdo da enzima, termoestabilidade, aumento da resisténcia a
variacdo de pH e a solventes organicos. Ao mesmo tempo essa técnica pode
comprometer a atividade catalitica da enzima, caso a ligagdo envolva aminoacidos do
sitio ativo (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; SOUZA,; et al., 2017). Assim, estratégias de
protecdo devem ser adotados, como a que envolve a realizagdo da reacdo na

presenca do substrato ou de inibidor competitivo, desde que este ultimo estabeleca
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ligacBes reversiveis com a enzima (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; MOHAMAD
et al., 2015).

A imobilizacdo por adsorcdo e também a imobilizacdo por ligacdo covalente,
frequentemente, apresentam problemas quanto ao custo e eficiéncia. Ambos os
processos demandam quantidades elevadas da enzima e introduzem massa nao
catalitica no suporte. Assim, além de elevar o custo do processo, estas intercorréncias
podem comprometer a atividade catalitica e, portanto, limitar ou até mesmo inviabilizar
a aplicacédo da enzima. No entanto, o método de imobilizac&o por reticulagdo desponta
como alternativa aos outros métodos, tanto em relagdo aos aspectos econdmicos
como técnicos (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; SHELDON, 2011; VOBERKOVA
et al., 2018).

A imobilizacéo por ligacdo cruzada destaca-se por dispensar o uso de suporte
sélido, uma vez que as moléculas da enzima sao interconectadas por agentes de
reticulacdo. Os agentes de reticulacdo sé&o substancias organicas que apresentam
compatibilidade com macromoléculas biologicas. Geralmente, sdo substancias de
baixo peso molecular e dispdem de grupos reativos aos aminoacidos da superficie da
enzima (VOBERKOVA et al., 2018).

Entre os agentes de reticulagdo mais empregados em imobilizacdo destaca-se
o glutaraldeido, uma substancia que apresenta nas extremidades da sua molécula
grupos aldeidos que reagem quimicamente como o grupo amino terminal da lisina
(SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005). O mecanismo de reagdo entre o
glutaraldeido e a lisina pode ser observado na Figura 6.

(1)

Figura 6. Reacéo de condensacdo do glutaraldeido com o grupo amino.
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A imobilizacdo sem suporte por reticulagdo ocorre com a adicdo do
glutaraldeido na solucédo enzimatica (SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005).
Outra abordagem inclui duas etapas. A primeira envolve a agregacao fisica ou a
cristalizagdo da enzima pela acdo de precipitantes (SHUQI et al., 2017). Os
precipitantes usuais sao sais, solventes organicos ou polimeros ndo ibnicos, que
alteram o estado de hidratacdo da enzima ou modificam a constante eletrostatica da

solucéo enzimatica.

Na segunda etapa os precipitados insollUveis sao reticulados e estabilizados
pela formacéo de ligagdes cruzadas em torno de toda estrutura tridimensional o que
confere maior estabilidade mecéanica e térmica ao imobilizado (CUI; JIA, 2015;
VOBERKOVA et al., 2018). Os cristais/agregados formados s&o robustos, reciclaveis,
tém tamanhos controlaveis (entre 1 e 100 um), aplicaveis sem perda da atividade e
podem ser armazenados por longos periodos se liofilizado (SHELDON, 2011).

A imobilizacdo por confinamento baseia-se na retencao fisica da enzima dentro
de uma matriz polimérica porosa (MOHAMAD et al.,, 2015). Nessa técnica a
polimerizacdo dos monémeros em solucao ocorre apés adicdo da enzima na mistura
reativa (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013). A medida que a
polimerizacdo se processa a enzima € envolvida por uma estrutura porosa e
semipermeavel, que permite a passagem de substrato e produtos, mas que mantém
a enzima confinada (BRENA; PAULA GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).
A retencdo da enzima pode ser feita pelos métodos de aprisionamento em rede ou

por encapsulacdo em membranas poliméricas (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Preparados poliméricos do tipo sol-gel sdo frequentemente empregados na
imobilizacdo enzimatica por aprisionamento(BRENA; PAULA GONZALEZ-POMBO;
BATISTA-VIERA, 2013). O processo sol-gel envolve reacdes de polimerizagao
inorganica, onde o0s precursores usualmente utilizados séo solugcdes de sais
inorganicos ou alcoxidos. Apés a reacao de hidrdlise e subsequente condensacao dos
precursores, tem-se a formacdo de redes poliméricas (HIRATSUKA; SANTILLI,
PULCINELLI, 1995). A rede de polimeros obtidas por sol-gel possibilitam a confecgéo
de imobilizados em filme, o controle do balango hidrofilico/hidrofébico e permite a

sintese de suportes hibridos.
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Polimeros inorgéanicos obtidos a partir da condensacao de precursores como o
trimetoxisilano (TMOS) e propil-metoxisilano (PTMS) estdo entre os mais utilizados no
método de aprisionamento (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). Asgher;
kamal; Igbal, (2012) analisaram o processo sol-gel a partir de uma mistura de TMOS
e PTMS em diferentes proporcdes e imobilizaram lacase nesta matriz. Na
polimerizacéo, estes precursores formaram matrizes hidrofébicas que mantiveram a
atividade catalitica da enzima e melhoraram a estabilidade térmica e os parametros
cinéticos em comparacdo a enzima livre. No entanto, essa matriz sofre consideravel
retracao durante o processo de secagem, o que leva a fratura do material e ao colapso

dos poros, ocasionando a lixiviagdo da enzima.

A encapsulacdo em membranas poliméricas apresenta-se como alternativa de
imobilizacdo, pois a enzima néo se liga irreversivelmente a matriz, portanto ndo ha
perda de atividade devido a inativacdo ou distor¢cdo do sitio ativo (SOUZA; et al.,
2017). Os biomateriais se destacam como importantes matrizes na encapsulacao,
principalmente pela biocompatibilidade, biodegradabilidade e facil manipulacéo
(SANCHEZ et al., 2013). Entre os biopolimeros que tém sido utilizados no
encapsulamento de enzima, destacam-se agarose, celulose, alginato, entre outros
(SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). A literatura apresenta o alginato como suporte
amplamente utilizado na imobilizacdo de diversas enzimas, com aplicacdo em

diversas areas.

Obtido a partir de extratos de algas marrons (Laminaria) e de algumas bactérias
(Pseudomonas) o alginato € um biopolimero constituido por ligacdo de unidades
glicosidicas entre o acido a-L-gulurénico e o acido B-D-manurénico de maneira
alternada (figura 7) (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). As ligacdes entre
estas unidades formam pequenos oligbmeros que sao sollveis em meio aquoso, por
isso, quando adequadamente dissolvidos em agua formam uma matriz gelatinosa. O
alginato € bastante utilizado na imobilizacdo enzimatica, pois as suas propriedades
gelificantes permitem dispersar e aprisionar moléculas da enzima na matriz
(SANCHEZ et al., 2013; ZDARTA et al., 2018).

A imobilizacdo por aprisionamento ocorre essencialmente pela acomodacao da
enzima entre os espacos (poros) intermolecular formados durante a polimerizagao. A
polimerizacdo se processa pela atuacdo de ions bivalente (Ca*?, Cu*?, Zn*? e Mn*?)

via um mecanismo chamado polimerizacao ionotropica. Neste mecanismo 0s ions
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coordenam a ligacao dos elétrons do grupo carboxil (COO") do acido a-L-gulurénico e
viabilizam, com isso, 0 processo de polimerizagcédo dos oligdbmeros de alginato (TING
et al., 2014; ZDARTA et al., 2018). Ao mesmo tempo que polimerizacdo do gel
promove melhorias nas suas propriedades mecanicas (rigidez) mantém a atividade

catalitica da enzima.

Figura 7. Estrutura quimica do alginato: (G) a-L-gulurénico e (M) B-D-manurénico. (Adaptado de

Sassolas; Blum; Leca-Bouvier, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir, imobilizar e caracterizar lacases de Pleurotus pulmonarius, utilizando

residuos agroindustriais como suporte da fermentacédo em estado solido.

3.2 Especifico

e Produzir lacase de Pleurotus pulmonarius utilizando fermentacdo em estado solido

tendo como suportes residuos do processamento de pupunha e do cacau.

e Imobilizar a lacase em alginato de sddio, verificar a sua eficiéncia de imobilizacéo e

0 reuso da enzima imobilizada.

e Caracterizar a lacase na sua forma livre e imobilizada, a partir da determinacdo de
parametros como: pH e temperatura 6timas, termoestabilidade, influéncia de sais e

dos parametros de Michaelis-Menten.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

ABTS (acido 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico), alginato de sédio,
glutaraldeido (50% v/v) e os solventes foram adquiridos da Merck. O clorpirifés (>

97%) utilizado nos estudos de degradacao foi adquirido da Sigma Aldrich.

4.2 Obtencado e manutencgéo de Pleurotus pulmonarius CCB19

O fungo Pleurotus pulmonarius CCB19 foi cedido pelo Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia de Micro-organismos da Universidade Estadual de Maringa
(Parand, Brasil). As cepas do fungo foram cultivadas em placas de Petri contendo
Potato Dextrose Agar (PDA) e incubadas 25°C por 8 dias e posteriormente
conservadas a 4 °C até a utilizacdo. As culturas armazenadas foram reativadas a cada

2 meses.

4.3 Producéao do extrato enzimético bruto

Para o crescimento do micro-organismo e producao da enzima foram utilizados
dois residuos agroindustriais, provenientes do processamento da pupunha (Bactris
gasipaes) e da améndoa de cacau (Theobroma cacao). Estes residuos foram
mantidos em estufa de circulagdo de ar a 40°C por 24 h e apés a secagem foram
triturados.

A producdo enzimatica foi realizada por fermentacdo em estado sélido,
utilizando frascos Erlenmeyers (250 mL), contendo uma mistura de 6,4 g de pupunha
e 1,6 g de pelicula de améndoa de cacau, esterilizada em autoclave a 121 ° C por 15
min sob 1 atm. Agua destilada estéril foi utilizada para ajustar a umidade do meio em
85%. Aos meios foram adicionados 6 discos com 6 mm de didmetro contendo o micélio
do fungo P. pulmonarius. Os frascos foram incubados em BOD a temperatura de 28
°C por 120 h.

Apo6s o processo fermentativo, foram adicionados 5 mL de tampé&o citrato de

sédio (50 mM, pH 5,0) por grama de substrato fermentado, seguido de filtracdo a
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vacuo e centrifugacdo a 5.000 g por 10 minutos. O extrato bruto foi concentrado e
utilizado no desenvolvimento do trabalho.

4.4 Determinacdo da atividade de lacase

A atividade enziméatica foi determinada em espectrofotometro (Bel Spectro S-
2000 UV-Vis). A metodologia adotada neste trabalho para a determinagéo da atividade
da enzima livre foi descrita por Matos et al. (2014). O ensaio da lacase livre consistiu
em 1,7 mL de tampéo acetato 50 mM (pH 5,0), com 0,1 mL de extrato enzimatico e
0,2 mL de solucédo de ABTS 10 mM (g = 3,6 x 10+ M+.cm+). A mistura foi incubada a
temperatura de 40 °C por 5 minutos e a absorbancia medida no comprimento de onda
de 420 nm. A unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para catalisar 1 ymol de ABTS por minuto de reagdo. A atividade

enzimatica foi expressa em U.L! de acordo com a Equagéo 2:

2y,

103 2
€.d.v, % (2)

Atividade Enzimatica =

Onde, AA: variacdo da absorbancia; T: tempo de reacdo (min); Vi1 volume total

da reacgdo (mL); €: coeficiente de absortividade molar (M-.cm™); d: caminho 6tico (cm)

e v2: volume da enzima (mL).

O ensaio para determinar a atividade da lacase imobilizada foi conduzido de
maneira similar ao da lacase livre, exceto que foi utilizado 0,1 g de lacase imobilizada
na mistura da reacdo mantida por 30 minutos a 40 °C e sob agitacao constante (100
rpm). A atividade enzimatica foi expressa em U.g+ de acordo com a Equacéo 3:

AA
T . Vl
Atividade Enzimatica = ——— X 103 3

e.d.my

Onde, AA: variagdo da absorbancia; T: tempo de reacdo (min); Vi1: volume total

da reacdo (mL), €: coeficiente de absortividade molar (M.cm™); d: caminho 6tico (cm)

e m1: a massa da enzima imobilizada (g).

A concentragdo de proteina total foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Bradford (BRADFORD, 1976). A albumina de soro bovino (BSA) foi

utilizada como padréo.
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4.5 Imobilizagéo de lacase

4.5.1 Encapsulacado da lacase em alginato

Para a encapsulacdo da lacase 0,15 g de alginato de sédio foi dissolvido em
8,0 mL de &gua destilada. Uma solucdo enzimatica (2,0 mL) preparada com 0,2 g
extrato concentrado (13.000 U.L?) foi adicionada a solugdo de alginato de sédio, a
mistura obtida foi homogeneizada vidro até a formacao do gel, com concentracéo final
de alginato de sédio em 3% (p/v). Para a producéo das microesferas, o gel de alginato
foi coletado com o auxilio de uma bomba peristaltica sob o fluxo 0,4 rpm. O gel de
alginato foi gotejado numa solugéo de CaClz 0,2 M em agitacéo suave por 1 h. Apés
o tempo de agitacdo as microesferas foram filtradas e posteriormente lavadas por

duas vezes com CaClz 0,05 M.

4.5.2 Reticulacao da lacase em glutaraldeido

Para a reticulacdo da lacase trés solucfes de glutaraldeido foram preparadas
em agua destilada nas seguintes concentragdes: 1, 2 e 3% (v/v). Foi adicionado 0,2 g
extrato concentrado (13.000 U.L') de lacase em cada uma das solucdes de
glutaraldeido, obtendo 2,0 mL de solucédo enzimatica mantida sob agitacao constante
(100 rpm) a 4°C por 2 h. Apés este tempo, a lacase reticulada foi adicionada ao

alginato de sédio de acordo ao procedimento descrito na se¢éo (4.5.1).

4.5.3 Eficiéncia de imobilizacéo

As solucbes de filtragem e lavagem das microesferas obtidas nos
procedimentos de imobilizacdo descritos nas sec¢des 4.5.1 e 4.5.2 foram usadas para
avaliar a eficiéncia do processo de imobilizacdo. A eficiéncia da imobilizacao foi
definida como a porcentagem de enzima total retida nas microesferas de alginato

calcio e determinada conforme a equagéo abaixo.

(4 — 4f)
A

i

Eficiéncia de imobilizagdo = x 100 (4)
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Onde, A:i: atividade inicial da enzima livre; Ar. atividade de lacase dosada na
solugdo de filtragem e nas duas solucdes de lavagem. As microesferas foram

mantidas em tamp&o acetato pH 4,0 a 4° C até o uso.

4.5.4 Teste de lixiviagcdo enzimatica

O teste de lixiviacdo enzimatica foi determinado adicionando microesferas com
lacase imobilizada a um volume conhecido de tampéao acetato (pH 4,0) por 48 h. Apés
esse tempo, as microesferas foram removidas e a solugdo tampéo utilizada para
determinar a atividade de lacase liberada das microesferas. A atividade de lacase
verificada na solucéo tampéo foi comparada ao valor de atividade de lacase no extrato
bruto usado para a imobilizacéo. A lixiviacdo foi expressa em porcentagem de acordo
com a equacéo abaixo:

A
Lixiviagdo enzimatica (%) = A—l x 100 (5)
f

Onde, Ai: atividade enzimética inicial da lacase livre; As. atividade enzimatica
de lacase determinada na solugéo tampao.

Entre os métodos de imobilizacdo descritos nas subsecfes 4.5.1 e 4.5.2 o0 de
maior eficiéncia de imobilizacdo e a menor lixiviacdo foi o utilizado para a confeccao

das microesferas utilizadas nos ensaios subsequentes.

4.6 Caracterizacdo bioquimica da lacase livre e da lacase imobilizada

4.6.1 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

O efeito do pH sobre a atividade da lacase livre e imobilizada foi estudado
utilizando tampdes na faixa de pH entre 3 — 8 a 40°C. Os tampdes utilizados neste
estudo foram glicina-HCI (pH 3), acetato (pH 4, 5 e 6) e Tris-HCI (pH 7 e 8) com a
concentracédo de 50 mM. O ensaio para determinar a atividade enzimética da lacase
livre e da lacase imobilizada foi realizado conforme o procedimento descrito da se¢ao
4.4. O resultado foi expresso em atividade relativa e o maior valor considerado como
100%.
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4.6.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enziméatica

O efeito da temperatura sobre as atividades da lacase livre e da lacase
imobilizada foi avaliado na faixa de temperatura entre 20 - 70 °C e em pH 4,0. O ensaio
para determinar a atividade enzimatica da lacase livre e da lacase imobilizada foi
realizado conforme o procedimento descrito da secao 4.4. O resultado foi expresso
em atividade relativa e o maior valor considerado como 100%.

4.6.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi investigada incubando amostras da lacase livre e a
lacase imobilizada em tampéo acetato (50 mM) pH 4,0 em temperaturas entre 30 —
60°C. As amostras foram mantidas nas diferentes temperaturas (30 — 60°C) por até 8
horas. Em intervalos regulares aliquotas de 0,1 mL de lacase livre e 0,1 g de lacase
imobilizada foram coletadas, suspensas em tampao acetato pH 4,0 e a atividade
enzimatica determinada conforme descrito da se¢éo 4.4. O resultado foi expresso em

atividade relativa e o valor obtido no tempo zero considerado como 100%.

As atividades relativas (%) do estudo da estabilidade térmica foram
correlacionados ao modelo de decaimento exponencial de primeira ordem (LIN et al.,

2015) algebricamente descrito na equacao abaixo:
lnAt = lnAO - k1 .t (6)

Onde, In At € o logaritmo natural da atividade relativa (%) no tempo t (h), In Ao
é o logaritmo natural da atividade relativa (%) no tempo t =0 (h) e ki1 (h'!) a constante

de decaimento térmico da enzima.

A partir da andlise de regressdo dos dados experimentais foi estimada a
constante de decaimento térmico (k) e os tempos de meia vida (t12) da lacase livre e
da lacase imobilizada para cada temperatura avaliada. O ti» foi calculado de acordo

como a equacéao abaixo:

(lInA; — InA,)
tjp == @)
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4.6.4 Efeito de ions e reagentes sobre a atividade enzimética

O efeito da adicéo de diferentes sais (Li2SO4, NiSO4, CuSO4, MgCl,, MNSO4, CaSO,,
ZnS04, CoClp, AI(NOs3)s e dos reagentes EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), SDS
(dodecil sulfato de sédio) e B-mercaptoetanol sobre a atividade da lacase (livre e
lacase imobilizada) foi estudado. Os aditivos, nas concentragdes de 1,0 mM e 5,0 mM,
foram incubados a 40°C com a enzima em tampao acetato (0,05 M e pH 4,0) por 2 h.
Apoés o tempo de incubacgéo a atividade enzimatica foi determinada conforme descrito
na secao 4.4. O resultado foi expresso em atividade relativa e o valor obtido no ensaio

sem o aditivo considerado como 100%.

4.6.5 Determinacao dos parametros de Michaelis-Menten

Os parametros cinéticos de Michaelis-Menten Km (mM) € Vmax (mM.min?) da
lacase livre e da lacase imobilizada foram determinados com o substrato ABTS nas
em concentracdes de 0,1 e 2,0 mM. Os ensaios foram realizados nas em pH 4,0 (50
mM) e 40 °C. Os valores dos parametros cinéticos foram estimados por regressédo nao
linear de acordo com o modelo duplo reciproco de Linewear-Burk apresentado na
equacao 8 (MINTEER, 2011).

L _Kn 11 ®
V. Vn [S] Vm

4.6.6 Armazenamento e reuso

A lacase livre e imobilizada foram armazenadas em tampéo acetato (pH 4,0) a
4 °C durante 7 dias. Amostras foram coletadas diariamente para determinacdo da
atividade enzimatica. O resultado foi expresso em atividade relativa (%) e o valor

obtido antes do armazenamento considerado como 100%.

A reutilizacdo da lacase imobilizada foi avaliada determinando a atividade
enzimatica nas microesferas de alginato conforme descrito da secao 4.4. Apos o
ensaio as microesferas foram removidas do meio, lavadas sucessivamente com agua
destilada e mantidas em tampé&o acetato pH 4,0 (50 mM) por 1 h a 4°C. Logo apés a
atividade enzimatica remanescente foi determinada. Este procedimento foi repetido

até a perda completa da atividade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo do extrato bruto enzimatico com alta atividade de lacase

A atividade da lacase no extrato enzimatico bruto obtida apos cinco dias de
cultivo foi de 893,5 U.L1. O extrato bruto enzimatico foi concentrado em membrana de
nitrocelulose, apos o procedimento a atividade enzimatica e a atividade especifica
foram de 13.000 U.L! e 53,7 U.mg™, respectivamente. Este extrato bruto de lacase foi

o utilizado para a realizacdo dos experimentos subsequentes.

5.2 Imobilizacao e lixiviacdo da lacase

A lacase foi imobilizada em alginato de calcio e as microesferas obtidas
apresentaram o diametro entre 2 e 3 mm (Fig. 08). As microesferas devem apresentar
0 tamanho que permita que o substrato e o produto possam se difundir dentro e fora
da matriz de alginato, mas que mantenha a enzima retida no interior dos poros da
microesfera (RIAZ et al., 2009).

Figura 8. Enzima imobilizada em alginato de calcio (A) e tamanho médio das microesferas (B).

A imobilizacdo da lacase por aprisionamento (sem reticulacdo) apresentou
menor eficiéncia de imobilizacdo (44%), quando comparada a imobilizacdo por
aprisionamento com reticulagdo, onde o melhor resultado (79,4%) foi obtido com a
concentracéo de glutaraldeido de 2% (v/v) (Tabela 1).
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Tabela 1. Pardmetros da lacase imobilizada por aprisionamento (sem reticulacdo) e por aprisionamento
com reticulagéo.

Métodos de Imobilizagao

Aprisionamento Aprisionamento com reticulacéo
Porcentagem glutaraldeido - 1% 2% 3%
E. (%) 440+ 2,0 724+11 794205 59,3+ 1,3
L. E (%) 26,8+t 1,5 6,4x1,2 85%x1,5 10,3+ 2,0

Eficiéncia de imobilizacao (E.l) e lixiviagdo enzimatica (L.E).

O menor valor para eficiéncia de imobilizacdo e o maior valor da lixiviagao
enzimatica observados (Tabela 1) para o aprisionamento (sem reticulacdo) estéo
relacionadas com o tamanho dos poros nas microesferas de alginato. A porosidade
das beads depende principalmente da concentracéo de alginato. Daasié et al., (2014)
relatam que concentragfes de alginato acima de 3% reduz significativamente a
eficiéncia de imobilizacdo e também foi observado que a estabilidade mecanica das
microesferas foi comprometida em concentracdes de alginato inferiores a 3%. Sendo
assim, no presente estudo foi utilizado as condi¢cdes de imobilizacdo com alginato 3%

padronizadas por Brugnari et al., (2018).

A Tabela 1 mostra que para todas as concentracdes de glutaraldeido (1-3%)
avaliadas houve queda da lixiviacdo. Ressaltando que na menor concentracao testada
(1%), o aprisionamento com reticulacao da lacase reduziu consideravelmente em mais
de 4 vezes a lixiviagdo enziméatica. O menor valor de lixiviacao verificado pode estar
relacionado com as ligacdes cruzadas formadas entre o glutaraldeido e a enzima
(BRUGNARI et al., 2018), onde os dois grupos carbonila (C=0) do glutaraldeido
reagem com grupo amino (-NHs) dos residuos de aminoacidos, formando agregados
enzimatico de maior tamanho e que podem ser mantidos nos poros da matriz de
alginato (SHELDON; SCHOEVAART; LANGEN, 2005).
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5.3 Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade

As atividades relativas em funcéo do pH das lacases livre e imobilizada sao
mostradas na Figura 9. O pH 4,0 foi o melhor tanto para a lacase na sua forma livre

como para a lacase na forma imobilizada.

120+
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Figura 9. Efeito do pH na atividade da lacase de P. pulmonarius a 40 °C. Os dados sé@o apresentados
como média £ DP (n = 3)

A maioria das lacases fungicas apresentam a atividade 6tima na de faixa de pH
entre 3 e 5 (ATALLA et al., 2013; BALDRIAN, 2006)). Em faixas de pH proximas ao
neutro (entre 6 e 8) as lacases, geralmente, reduzem ou perdem completamente a
sua atividade (RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014; WANG et al., 2014). Isto pode
ocorrer devido a inibicdo enzimatica causada pela ligacdo do anion hidréxido (OH")
aos ions de CuT2 e CuTs do sitio ativo da lacase, interrompendo, assim, o fluxo interno

de elétrons do centro de CuT1 para os centros de CuTz e CuTs (XU, 1997).

As atividades relativas da lacase livre e imobilizada em fungcé&o da temperatura
sdo mostradas na Figura 10. A temperatura 6tima para a lacase livre foi a 40 °C e para
a lacase imobilizada foi a 50 °C, utlizando o pH 6timo (pH 4,0) encontrado
anteriormente. As diferentes temperaturas 6timas observadas na lacase livre (40 °C)
e na lacase imobilizada (50 °C) pode estar relacionada as intera¢des da enzima com

o gel de alginato, pois a imobilizacao interfere na flexibilidade da enzima, exigindo
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elevadas temperaturas para atingir a conformacao adequada e manter a reatividade
(KEERTI et al., 2014; MUNJAL; SAWHNEY, 2002).

120+ —=&— Enzima Livre —O— Enzima Imobilizada
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Figura 10. Efeito da temperatura na atividade da lacase de P. pulmonarius em pH 6timo (pH 4,0). Os
dados séo apresentados como média = DP (n = 3)

Foi verificada a inativacdo da lacase livre e da lacase imobilizada em
temperaturas acima de 70 °C. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos em
outros estudos que também demonstraram a sensibilidade da lacase produzida por
fungos a altas temperaturas, onde a enzima, mesmo imobilizada, perde
completamente a sua atividade a partir de 70°C. (MAZLAN; HANIFAH, 2017;
RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014). Possivelmente as moléculas da lacase sdo
desnaturadas mesmo imobilizadas em alginato, pois esta matriz polimérica sofre

degradacédo em elevadas temperaturas.

5.4 Estabilidade térmica da lacase

A Figura 10 mostra que para a enzima livre a atividade inicial foi mantida
superior a 60% com 7,0 h de incubacdo a 30 °C e superior a 50% com 0,5 h de
incubagéo a 40 °C (Fig. 11A). Para a enzima imobilizada a atividade inicial foi mantida
inferior a 50% com 7,0 h de incubacgéo a 30 °C e superior a 50% com 2,5 h incubacgéao
a 40 °C (Fig. 11B). Apesar da imobilizacdo melhorar a estabilidade térmica da lacase

a 40 °C a enzima mantém maior estabilidade & 30°C.
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Figura 11. Termoestabilidade da lacase livre (A) e da lacase imobilizada (B) nas condi¢des 6timas de

pH (4,0) e em diferentes tempos de incubagdo. Os dados séo apresentados como média + DP (n = 3).

Estes resultados mostram que ambas as formas da lacase apresentou
estabilidade térmica apenas a 30 °C e que na temperatura 6tima (40°C) ocorre a perda
de atividade em menor tempo de incubacao. Estudos tém demostrado que a lacase
produzida por fungos do género Pleurotus sdo bastante estaveis a temperaturas
inferiores ao 6timo. Murugesan et al (2006) relatam que a lacase de Pleurotus
pulmonarius néo apresentou reducéo da atividade quando incubada a 30° por 1 h. Ja
Liu et al (2009) reporta a retencdo da atividade relativa da lacase de Pleurotus

ostreatus superior a 70% quando incubada a 30° por 1 h.
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A lacase livre manteve apenas 6,7% da atividade inicial com 1 h de incubacao
a 50 °C e perde completamente a sua atividade a 60°C (Fig. 11A). Enquanto que a
lacase imobilizada manteve 25,5% da sua atividade com 1 h de incubacéo a 50°C e
também foi inativada a 60°C (Fig. 11B).

A baixa estabilidade térmica observada na lacase livre e na lacase imobilizada
ocorre, provavelmente, porque as altas temperaturas (>40°C) desencadeia a ruptura
das ligacfes quimicas (intramoleculares e intermoleculares) da proteina, que resulta
em alteracdes irreversiveis da sua estrutura tridimensional (SHANMUGAM et al.,
2018). Consequentemente, estas alteracbes estruturais comprometem a capacidade
catalitica da proteina (TAVARES et al., 2015).

Entre as diversas espécies de fungos da podriddo da madeira ocorrem varias
isoformas da lacase que se comportam de maneira bastante variada frente a
temperatura e, portanto, exibem diferencas quanto termoestabilidade. Apesar de
alguns relatos na literatura, as lacases fungicas normalmente ndo sdo estaveis em
temperaturas acima de 50°C, especialmente as produzidas por espécies do género
Pleurotus (MARQUES DE SOUZA; PERALTA, 2003). Por outro lado, espécies de
outros géneros como Trametes, Trichoderma e Pycnoporus sdo apontadas como

fonte de lacases termoestaveis.

Stoilova et al (2010) avaliaram a termoestabilidade da lacase produzida por
Trametes versicolor e verificaram que a atividade inicial foi mantida superior & 80 %
em 9 h de incubacéo a 50 °C e em torno de 50% apdés 3 h de incubacgéo a 60 °C. Ja
shanmugam et al., (2018), ao realizar a caracterizacdo da lacase de Trichoderma
asperellum (cepa BPLMBT1), mostraram que a atividade residual se manteve maior

gue 70% com 4 h de incubacdo em temperaturas entre 50 — 65°C.

As espécies do género Pycnoporus sdo destacadas como fontes de lacase
altamente termoestaveis. Cavazos et al (2014) obtiveram duas isoformas de lacase
(Lac | e Lac Il) a partir de Pycnoporus sanguineus, a Lac | mantém a atividade residual
em torno de 90% e acima de 50% incubados por 14 h nas temperaturas de 50°C e
60°C, respectivamente. Enquanto que a Lac Il mantém a atividade residual em 70%
qguando incubada por 10 h a de 50°C, porém a 60°C, esta isoforma foi menos estavel,

manteve a atividade relativa superior a 50% por aproximadamente 2h.

Os resultados dos estudos citados contrapdem os obtidos no presente trabalho,

ja que nas mesmas condi¢cdes temperatura (50 e 60°C) a lacase de Pleurotus
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pulmonarius foi inativada em apenas 1h. Apesar da rapida inativacdo nessa faixa de
temperatura, estudos adicionais precisam ser realizados, pois a estabilidade térmica
de enzimas imobilizadas pode ser melhorada, seja pela adicdo surfactantes
estabilizadores ao meio reativo ou por altera¢cdes na composicéo do gel (TAVARES et
al., 2013).

5.5 Parametros da inativagcao térmica

A figura 12 mostra as diferencas no padrédo de decaimento entre a lacase livre
e a lacase imobilizada nas temperaturas de 30 a 60 °C. A linearidade dos gréficos de
In A (%) em funcgdo do tempo indica que o modelo de decaimento de primeira ordem
(equacdo 6) estd adequadamente ajustado (R? >0,90) aos dados experimentais
obtidos do estudo de estabilidade térmica (Fig. 11). O ajuste dos dados ao modelo
sugere que a transicdo da enzima do seu estado ativo para o estado desnaturado
ocorre em apenas uma etapa (HENLEY; SADANA, 1985; TAVARES et al., 2013).

A andlise de regressdo dos dados experimentais do estudo da estabilidade
térmica permitiu a obtencdo das equacgfes que descrevem o comportamento cinético
da enzima (livre e imobilizada) para cada uma das temperaturas estudas (30-60°C).
Através destas equacdes foi possivel estimar a constante de decaimento térmico (k)

e o tempo de meia vida (t12).

O valor da constante de decaimento térmico (k) esta relacionado com a taxa de
inativacdo enzimatica, assim baixos valores da constante k indicam a menor tolerancia
da enzima frente a inativacdo térmica, consequentemente, menor sera o tempo

necessario para que a enzima se torne inativa (PAL; KHANUM, 2011).

O tempo meia vida (t12) de uma enzima é compreendido como o0 tempo
necessarias para que sua atividade seja reduzida para 50% da atividade inicial
(TAVARES et al., 2013).
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Os valores dos parametros da inativacdo térmica (k e ti2) da lacase livre e da

lacase imobilizada sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 02. Parametros da inativacdo térmica da lacase livre e da lacase imobilizada. Constante de

decaimento térmico (k1) e tempo de meia vida (tu2).

Lacase T (°C) K1 (h1) ti2 (h) R?

Livre 30 0,0460 14,849 0,970
40 0,6477 0,405 0,939

50 2,4550 0,152 0,957

60 2,9572 0,018 0,985

Imobilizada 30 0,0941 6,567 0,922
40 0,2993 2,186 0,976

50 1,2419 0,364 0,905

60 1,4782 0,013 0,965

A tabela 2 mostra que a 30°C o valor da constante de decaimento (k1) da lacase
imobilizada foi aproximadamente 2,0 vezes superior ao valor determinado para a
lacase livre. O tempo de meia vida (t12) da lacase imobilizada foi 2,3 vezes inferior ao
tempo obtido para lacase livre. Este resultado indica que nesta condigdo de
temperatura (30°C) a imobilizagdo ndo aumentou a estabilidade térmica da lacase.
Provavelmente, a diferenca de estabilidade entre as duas formas da enzima esta
relacionada com a rapidez da resposta catalitica da lacase livre e com a dificuldade
da lacase imobilizada alcancar o melhor rearranjo do seu sitio ativo quando mantida
em temperaturas abaixo do ponto 6timo (>50°C) (CAO, 2005; GUZIK; HUPERT-
KOCUREK; WOJCIESZYNSKA, 2014).

A 40 e a 50°C a lacase imobilizada apresentou os valores de ki reduzidos a,
aproximadamente, metade dos valores determinados para a lacase livre. Os tempos
de meia-vida da lacase imobilizada foram 2,3 e 7,0 vezes maiores aos determinados

para lacase livre (Tabela 2). Estes resultados evidenciam o efeito positivo da
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imobilizacdo sobre a estabilidade térmica da enzima. As matrizes poliméricas como o
alginato exercem um efeito protetor sobre a lacase e atenuam a a¢do desnaturante
da energia térmica, assim garantem gue atividade da enzima seja mantida mesmo em
temperaturas mais elevadas (FRAZAO et al., 2014; METIN, 2013).

5.6 Estudo Cinético

Os parametros da cinética enzimatica da lacase livre e da lacase imobilizada
foram determinados através da oxidacdo do ABTS com suas concentracfes variando
entre 0,1 a 2 mM. A figura 13 representa as linhas de tendéncias do ajuste do modelo

de Lineweaver-Burk (equacéo 8) aos dados experimentais.

324

B Lacase Livre

28+ O Lacase Imobilizada

24

1/[S]

Figura 13. Determinagdo dos parametros cinéticos (km e Vm) pelo método gréfico Lineweaver-Burk da

lacase livre e lacase imobilizada a 40°C e pH 4,0.

As equacg0es das linhas de tendéncia da lacase livre (0,7712x + 6,1743) e da
lacase imobilizada (y = 1,9854x + 11,201) foram utilizadas para determinar os valores
da constante de Michaelis Menten (km) e da velocidade maxima (vmax) de ambas as

formas da enzima. Os valores dos parametros cinéticos sdo mostrados na tabela 3.
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Tabela 03. Parametros cinéticos: constante de Michaelis-Menten (km) e velocidade maxima (vmax) da

lacase livre e da lacase imobilizada.

Lacase Km (MM) Vm (MM.min1) R?
Livre 0,1249 0,1620 0,992
Imobilizada 0,1773 0,0893 0,984

Na Tabela 3 observa-se que o valor da constante de Michaelis-Menten (km)
aumentou de 0,1259 mM na lacase livre para 0,1773 mM na lacase imobilizada. Esse
parametro cinético relaciona-se inversamente com a afinidade da enzima ao substrato
(SPINELLI et al., 2013). Assim, o aumento do Km com a imobilizacao indica a menor
afinidade da lacase ao ABTS. Outros estudos que utilizaram matrizes poliméricas
como suporte e a técnica de imobilizagdo enzimatica por aprisionamento também
apontam o aumento do valor de Km (BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2017,
JAISWAL; PANDEY; DWIVEDI, 2016; LASSOUANE et al., 2019). Porém, o aumento
do km verificado no presente trabalho (1,4 vezes) foi menor que o observado nos
outros estudos (3 — 4 vezes).

Entre os fatores que afetam o valor de Km em sistemas imobilizados estdo a
reducdo da flexibilidade necesséaria para ligacdo da enzima com o substrato e o
impedimento estérico causado pelo suporte, que pode limitar 0 acesso do substrato
ao sitio ativo da enzima (KUMAR et al., 2017). Em relacdo a outros tipos de suporte e
a estratégias de imobilizacdo Tavares et al., (2013) verificaram um aumento de 12
vezes no valor km da lacase imobilizada em silica modificada por ligacdo covalente e
Spinelli et al., (2013) obtiveram um aumento de 93 vezes do Km na imobilizagéo em
matriz de amberlite por ligacéo covalente. Estes estudos corroboram a aplicabilidade

do alginato e de outras matrizes poliméricas nos procedimentos de imobilizac&o.

A velocidade maxima (vmax) foi 0 outro parametro da cinética da reacéo
enzimatica investigado. De acordo com modelo de Michaelis-Menten a velocidade da
reacao enzimatica aumenta em funcéo da concentracéo do substrato. Porém, quando
a concentracdo do substrato equivale a saturacdo de todas as moléculas da enzima
obtém-se, um valor constante e equivalente a velocidade maxima (Vmax) da reacao
(MINTEER, 2011). Os dados cinéticos da lacase imobilizada mostram que a Vmax foi

reduzida em 1,8 vezes (Tabela 3). Os processos de imobilizacdo afetam a Vmax das
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reagbes enzimaticas, principalmente, quando séo utilizadas matrizes poliméricas
como suporte. A reducdo no valor da Vmax também foi relatada por outros autores,
Frazdo et al.,, (2014) apontam queda de 1,6 vezes imobilizacdo com matriz de
celulose, enquanto que Lassouane et al., (2019) destacam a reducdo de
aproximadamente 8,0 vezes em matriz de alginato. As alteracdes da Vmax da enzima
imobilizada em comparacdo com a enzima livre podem ser devido ao problema de
transferéncia de massa, que compromete a difusdo do substrato, especialmente os
de elevada massa molecular (ABTS) e que também resulta no acimulo dos produtos
de reacédo no interior das microesferas de alginato (DENG et al., 2019; KUMAR et al.,
2017).

5.7 Efeito de sais e reagentes

A influéncia dos sais e reagentes sobre a atividade enzimatica da lacase de P.
pulmonarius nas enzimas livre e imobilizada foi investigada e as respostas sao

mostradas na Tabela 4.

Tabela 04. Efeito de fons de aditivos na atividade da lacase livre e da lacase imobilizada.

Atividade relativa (%)

Aditivos Enzima livre Enzima imobilizada
1mM 5 mM 1mM 5mM
Controle 100,0 100,0 100,0 100,0
Li2SO4 90,90 £4,0 82,1+6,3 102,6 £ 6,8 64,0+ 1,8
NiSO4 100,9 £ 13,5 75,0+9,9 95,8+5,0 76,0+ 4,0
CuSOq4 190,0+ 4,8 135,7+£3,5 166,7+£7,2 112,0+£5,2
MgCl2 100,0 £ 12,5 62,5+11 100,0+£1,0 64,054
MnSOq4 110 10,9 83,6+t11 79,2+1,0 68,3+11,1
CaSO0q4 100,0 £5,0 82,1+45 105,3+6,3 68,0 + 3,3
ZnS0Oq4 105,0+7,1 75,0+ 11,2 97,4 £ 5,6 64,0+ 4,8
CoClz 100,0 £ 11,0 625+44 97,4 £ 8,7 70,0+ 1,6
AI(NO3)3 90,50 + 9,1 57,1+ 3,6 107,9 + 3,7 80,0+ 1,4
EDTA 94,3 £ 10,7 82,1+55 71,1+ 3,8 740+ 7,2
SDS 69,0 + 3,3 35,7+8,7 36,8+9,8 20,0 +11,5
B-mercaptoetanol 0,0 0,0 0,0 0,0

EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e SDS (dodecil sulfato de sadio).
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Foi verificado que na concentragdao de 1 mM a maioria dos aditivos n&o
exerceram influéncia sobre a atividade de ambas as formas da enzima, exceto para
cobre (Cu*?) que se comportou com ativador e aumentou a atividade relativa das
lacases livre e imobilizada em 1,9 e 1,6 vezes, respectivamente. Entretanto, na
concentracdo de 5 mM a maioria dos aditivos exerceram um efeito inibitério sobre as
lacases livre. Este efeito também foi observado na lacase imobilizada, sugerindo que
0 processo de imobilizacdo ndo protege a enzima da acao inibitéria dos aditivos.
Porém, com 5 mM o ion cobre (Cu*?) elevou em 1,4 e 1,1 vezes as atividades relativas

da enzima livre e imobilizada, respectivamente.

As lacases de origem flingica apresentam quatro fons Cu*? sem sua estrutura
molecular e que sdo o0s responsaveis pelas suas propriedades catalitica
(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; JONES; SOLOMON, 2015; WONG, 2009). Assim,
com a adicdo de CuSO4 no meio reacional, provavelmente, os ions Cu*?dissociados
se ligam a residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima, participam da oxidac&o
do substrato, e contribuem para o aumento na atividade de lacase (BALDRIAN;
GABRIEL, 2002). Outros pesquisadores também constataram o aumento da atividade
de lacase apO0s a pré-incubacdo da enzima em solugdes com diferentes
concentracfes de sais de cobre. Sondhi et al., (2014) obtiveram aumento de 6 e 26%
com solugbes com 1 e 5 mM de CuSOa4, enquanto que Das et al., (2016) verificaram

aumento de 35% com solugdo de 6 mM do mesmo reagente.

No presente estudo as lacases livre e imobilizada mantiveram suas atividades
superiores a 60% na presenca dos ions Li*t, Ni*2, Mn*?, Mg*?, Ca*?, Zn*?, Co*? e Al*3
nas concentracbes de 1 e 5 mM. A capacidade da lacase em manter-se
funcionalmente ativa na presenca de ions metalicos, evidencia seu potencial de
aplicacdo biotecnoldgica, especialmente em processos onde estes metais estdo
presentes em altas concentracfes, como por exemplo na industria téxtil, de papel e
celulose (DAS et al., 2016; MTIBAA et al., 2018; SHRADDHA et al., 2003; SONDHI et
al., 2014).

Em relacdo ao agente quelante avaliado neste estudo, o EDTA na
concentragédo de 1 mM manteve em 94,3 e 71,1 % as atividades relativas das lacases,
livre e imobilizada, respectivamente. Na concentragédo de 5 mM manteve em 82,2% e
74,0% das atividades relativas. Olajuyigbe e Fatokun, (2017) ao avaliar o efeito dos

aditivos nas propriedades da lacase livre, também verificaram que o EDTAal mMe
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5 mM afetou a atividade da lacase apos 30 minutos de incubagéo e foi mantida em
71%. Resultados semelhantes para a lacase imobilizada foram observados por
Jaiswal; Pandey; Dwivedi, (2016), nos quais o EDTA 1 mM apresentou inibicdo de

20% na atividade enzimética.

O surfactante SDS reduziu a atividade enzimatica da lacase livre em 31 e
64,3% e a da lacase imobilizada em 63,2 e 80%, nas concentracdes de 1 e 5 mM,
respectivamente. A inibicdo da atividade da lacase por SDS nas concentracfes de 1
e 5 mM também foi verificada por Atalla et al. (2013) e por Olajuyigbe e Fatokun,
(2017), com reducédo de 31,0 e 38,5%, respectivamente. O efeito do SDS sobre a
atividade da enzima pode estar relacionado a reducéo das interacdes hidrofébicas da

proteina e com ligacao direta desse aditivo a molécula da enzima.

Também foi observado que o B-mercaptoetanol inibiu completamente a
atividade das lacases livre e imobilizada a 1 e 5 mM. Esse aditivo causa a
desnaturacdo de moléculas de lacase. Por sua atuacdo na clivagem das ligacdes
dissulfeto que produz o efeito inibidor sobre a enzima. Isso implica que as ligacdes
dissulfeto desempenham papel importante na estabilizacdo da conformacao
enzimatica (OLAJUYIGBE; FATOKUN, 2017).

5.8 Efeito do armazenamento e da reutilizacao

A estabilidade de armazenamento da lacase livre e da lacase imobilizada foi
avaliada a 4 °C e em pH 4,0 durante 7 dias. A enzima livre reteve aproximadamente
50 e 36% de sua atividade inicial com 4 e 7 de armazenamento, respectivamente. No
entanto, a enzima imobilizada manteve 71 e 67% de sua atividade inicial com 4 e 7

dias de armazenamento (Fig. 14).

Estes resultados mostram que a lacase imobilizada apresentou melhor
estabilidade ao armazenamento do que sua forma livre. Outros autores também
estudaram a estabilidade de armazenamento da lacase enzima. Daassi et al., (2014)
usaram a lacase de Coriolopsis galica imobilizada em alginato e obtiveram uma
atividade residual de aproximadamente 90% apos 7 dias de armazenamento. Spinelli
et al., (2013) usaram uma lacase Trametes versicolor imobilizada em amberlite (IR-
120H), obtendo uma atividade residual de 98,6% ap0és 7 dias de armazenamento a 4

°C. Comparado com os resultados da literatura, a estabilidade da lacase imobilizada



50

do presente estudo foi menor quando armazenada em baixas temperaturas. Porém,
mostrou-se mais estavel que a lacase livre sob a mesma condicdo. A maior
estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada pode ser atribuida ao ambiente
de protecéo fornecido pelas microesferas de alginato (CHAUDHARI; KAR; SINGHAL,
2015).
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Figura 14. Estabilidade de armazenamento a 4 °C em tampao acetato (pH 4,0) para lacase

livre e lacase imobilizada.

A recuperagéo e reutilizacdo de enzimas imobilizadas representam dois dos
aspectos mais relevantes para aplicacao da biocatalise em processos industriais, uma
vez que possibilitam a reducdo do custo operacional (KEERTI et al., 2014). Por isso,
o potencial de reutilizacdo de uma lacase de Pleurotus pulmonarius imobilizada em
microesferas de alginato foi avaliado em 6 ciclos sucessivos pela oxidacao do ABTS.

Os resultados séo apresentados na Figura 15.

A partir dos dados contidos na figura 15, pode-se observar que no quinto ciclo
o valor atividade relativa da lacase imobilizada foi superior a 70% e caiu para 35% no
sexto ciclo. Alteracdes conformacionais e a obstrucao dos poros das microesferas de
alginato, seja pelo acimulo de substrato ou produtos, sao recorrentemente apontadas
como a causa da reducao da atividade enzimética nos ciclos subsequentes (KUMAR
et al., 2017; MUNJAL; SAWHNEY, 2002). No entanto, a diminuicdo da atividade

ocorrida em novas reutilizacbes pode ser devido ao vazamento de enzima das
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microesferas de alginato durante a lavagem no final de cada ciclo (REHMAN et al.,
2013).
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Figura 15. Potencial de reutilizagéo da lacase imobilizada em ciclos de oxidagéo do ABTS.

Na literatura, existem relatos quanto a reutilizacéo exitosa para varios sistemas
imobilizados de lacase. Assim, uma lacase de Pleurotus ostreatus imobilizada em
MANAE-agarose reteve mais de 90% de sua atividade apds 15 ciclos de aplicacéo do
bisfenol-A (BRUGNARI et al., 2018) e uma lacase de Trametes versicolor IBL-04
imobilizadas em microesferas de quitosana ativadas com glutaraldeido manteve mais
de 60% da sua atividade inicial apos 9 ciclos de uso na de remocdo de corante
(ASGHER; NOREEN; BILAL, 2017). Aparentemente a eficiéncia da reutilizacao
relaciona-se a origem da enzima, ao tipo de suporte e também com a natureza do
substrato utilizado.
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6. CONCLUOES

O processo de imobilizagcdo com a lacase reticulada aumentou a eficiéncia de
imobilizacdo de 44% para 79,4% e reduziu em até 4 vez a lixiviagdo enzimatica.
Demonstrando que o glutaraldeido contribui para a maior retencdo da enzima nas

microesferas de alginato de calcio.

A lacase produzida pelo fungo Pleurotus pulmonarius dispde de caracteristicas
fisico-quimicas que permitem a utilizacdo da sua forma livre e imobilizada em
processos cujo 0 meio racional apresente faixa de pH entre 4 e 5. No entanto, ambas
as formas da enzima ndo suportam temperaturas superiores a 50 °C. Além disso, a
enzima mostrou tolerancia a presenca de ions metalicos, surfactante e agentes

quelante. Destaca-se ainda que o ion Cu*? atuou com um forte ativador da lacase.

A 40 °C a constante de inativacdo térmica (k1) da lacase imobilizada reduziu
em 2 vezes e o tempo de meia vida aumentou 2,3 vezes em relacdo aos valores

obtidos para a enzima livre.

A imobilizacao alterou levemente a cinética enzimatica, o valor de km aumentou
de 0,124 para 0,177 mM e o valor de Vm diminuiu de 0,162 para 0,089 mM.min! na

lacase livre e imobilizada, respectivamente

A lacase imobilizada mostrou maior estabilidade de armazenamento em
relacdo a enzima do livre. Porém outras condi¢cdes de armazenamento precisam ser
verificadas para avaliar a possibilidade de manter a enzima aprisionada na

microesfera e ativa por mais de 7 dias.

Na reutilizacdo, a enzima imobilizada apresentou mais de 70% de atividade apos
5 ciclos reativos consecutivos, o que comprova enzimas imobilizadas podem ser

utilizadas continuamente.
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7. PERSPECTIVAS

Realizar estudos de purificagao;

Estudar a termoestabilidade da lacase livre e imobilizada na presenca de

surfactantes estabilizadores no meio reativo;

Avaliar o comportamento cinético da lacase frente a outros substratos;

Estudar o potencial de aplicacdo da enzima na degradacao de contaminantes

ambientais recalcitrantes, como agrotoxicos e corantes.
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