UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL DO SEMIARIDO
UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS
CURSO DE ENGENHARIA DE BIOTECNOLOGIA E BIOPROCESSOS

MARCO ANTONIO SILVA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LACASE DE

Lentinus crinitus

SUME - PB
2019



MARCO ANTONIO SILVA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LACASE DE

Lentinus crinitus

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do
Semiarido da Universidade Federal de
Campina Grande, como requisito parcial
para obtencio do titulo de Bacharel em
Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos.

Orientadora: Prof®. Dr?. GlaucianeDanusa Coelho.

SUME-PB

2019



S586p Silva, Marco Antdénio.
Purificacdo e caracterizacdo e lacase de Lentinus
crinitus. / Marco Antdénio Silva. - 2019.

51 f.

Orientadora: Professora Dra. Glauciane Danusa Coelho.

Monografia - Universidade Federal de Campina Grande;
Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido; Curso
de Engenharia de Biotecnologia e Bioprocessos.

1. Lentinus crinutos. 2. Lacase purificada. 3.
Biossurfactante. 4. Enzima ligninolitica. 5. Fibra de
coco verde. 6. Fungos ligninoliticos. I. Coelho,

Glauciane Danusa. II. Titulo.

CDU: 60(043.1)

Elaboragdo da Ficha Catalografica:

Johnny Rodrigues Barbosa
Bibliotecdrio-Documentalista
CRB-15/626




MARCO ANTONIO SILVA

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LACASE DE

Lentinus crinitus

Monografia apresentada ao Curso de
Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do
Semiarido da Universidade Federal de
Campina Grande, como requisito parcial
para obtencao do titulo de Bacharel em
Engenharia de Biotecnologia e
Bioprocessos.

BANCA EXAMINADORA:

Professora Dra. Glauciane Danusa Coelho.
Orientadora —- UAEB/CDSA/UFCG

Eng. Caio de Azevedo Lima
Examinador Externo —- FCFAR/UNESP

Professor Dr. Jean César Farias de Queiroz.
Examinador Interno I - UAEB/CDSA/UFCG

Professor Dr. Bruno Rafael Pereira Nunes.
Examinador Interno II - UAEB/CDSA/UFCG

Trabalho aprovado em: 05 de dezembro de 2019.

SUME - PB



Ao autor de minha historia “Deus”,
As pessoas que estiveram ao meu lado nesta conquista,
As minhasmdes, Telma e Ilma,

Dedico



“Deus nunca ira coloca-lo onde néo tenhas
instrumentos para prosseguir. Segue e
confie.”

Dona Inéacia



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e ao amigo Jesus pela oportunidade desta encarnacdo e por todas as
coisas e pessoas que colocou em minha vida, elas foram suporte para realizacao desta conquista
em meio de tantos obstaculos.

A Inacia, minha mentora espiritual, que sempre esteve ao meu lado, aconselhando-me,
“brigando”, amando-me em sua infinita simplicidade e consolo singular.

As minhas mies, Telma e Ilma, por toda dedica¢do e amor materno. Muito do que sou
¢ devido essas mulheres por meio de singelos ensinamentos, bom... alguns gritos também, mas
faz parte. Como sou grato! Eu amo vocés.

As minhas irmas, Amélia e Milenna, que sinto um enorme amor, € que sempre torceram
pelo meu sucesso ¢ minha evolugdo pessoal como ser humano. A minha familia, como todo,
pela torcida e alegria constante.

A minha orientadora, Glauciane, pelo acolhimento como filho, amigo e orientando,
agradeco muito todo ensinamento repassado ao longo desses felizes 4 anos de orientagdo - eu
sei que ndo ¢ facil orientar uma pessoa como eu (rs). Ainda, agradeco o sentimento de amor
materno, compreensao € paciéncia ou, as vezes, a falta dela (rs). Em meio de sua vida agitada
e dificil, sempre soube ensinar ¢ amar. Meu Muito Obrigado. Ao Fabio, pelo carinho e cervas
nos almogos de domingo, € aos meus irmaos purticos, Pepé, Beto e Vitoria.

A Universidade Federal de Campina Grande que me acolheu, e me fez vivenciar um
universo de oportunidades e direcionamento profissional por meio do ensino, extensdo,
pesquisa e suporte financeiro. Aos professores, Franklin Nobrega, Fabiana Pimentel, Aldinete
Barreto, Jean Queiroz, Bruno Nunes, Arianne Barros, Adriano Trindade, Nadege Dantas,
Rafael Maia, Norma Oliveira, que tanto contribuiram para minha formag¢ao académica. Ao
Laboratdrio de Microbiologia, minha segunda casa, local onde aprendi praticamente tudo que
eu sei, agradego por tudo e todos que contribuiram para isso.

As professoras, Valéria Ebinuma e Giovana Tommaso, pelas contribui¢des em minha
constru¢do como pesquisador e profissional.

As meninas da limpeza, Patricia, Bethania e Adriana, que passaram por esses 4 anos
contribuindo na limpeza do laboratério de Microbiologia, obrigado pela limpeza de minhas
“baguncas” e pelas conversas descontraidas. Bethania, gratidao pela amizade e torcida. As
arrumadeiras da Residéncia Universitaria, Marta Ladjane e IvanildaFélix as artistas, pelos
tantos risos e conversas sobre “coisas que ndo podem ser ditas”.

A familia NUBEM, que me acolheu com tanto amor e atengdo perante meu jeito de ser,

em especial a professora Adriana Meira, minha querida amiga, Ana Paula, e meu companheiro



de evangelizagio, Tio Geo. As criancinhas que tanto me ajudaram nesses 3 anos, fazendo-me
um ser melhor a cada semana. Ao Evangelho das quartas feiras, que tanto me auxiliou e me fez
refletir sobre muitas coisas.

Aos meus amigos do grupo ANORMALIS, Kamila, Davi, Tacia, Rainy, Andreza e Caio,
ndo existe palavras para descrever o que vivemos. Vivemos o melhor momento de nossas vidas,
momentos de transformacgdes, loucuras (com e sem limites) e superacdes. Somos bons e
estranhos amigos.

Aos meus amigos do grupo REVELACOES, Biel, Lipe, Claudino, Papel, MB, Saulo,
Samuel, MauMau e Victor, grato pela amizade e muitas risadas todas as vezes que nos
reunimos.

Aos meus amigos da Residéncia Universitaria, Dudé¢, Albano, Alice, Aleffy, Daniboy,
Davi,Rainy, Laura, Monica, Denis, Diego, Fafa, Geo, Hugo, Isaak, Isac, Fuzil, Jonathan,
Magro, Manu, Regina, Rodrigo, Marcele, Roby, Day, Bahia, na qual passei por tantos
momentos, alegres, estressantes, noites de estudo, noites de varias coisas. Minha casa querida,
onde nao esquecerei todas as historias vivenciadas.

A GAE — Geréncia de Assuntos Estudantis - pelo apoio e trabalho, em especial ao
servidor Rogério.

As pessoas queridas, Marcele, Artur, Rebeca Willy, Paloma, Jubiatan, Teteu, Jodo,laldo.

A minha querida amiga e brago direito, Kamila Sotero, pessoa que esteve e estar comigo
em todos os tipos de momentos. Pessoa que expresso minha gratiddo e admirac¢do. Esse nome
vem a minha mente quando penso em empoderamento e o “nunca desistir”.

A minha amiga, Alice, que em meio de tantos obstaculos, seguiu em frente, ¢ me faz
refletir sobre o querer bem e doagdo ao proximo.

A Andreza, que foi meu ombro de lagrimas em algumas situagdes, € que nunca responde
minha mensagem, mas tem um jeito ndo muito doce (tapas) de demonstrar esse grande amor
que reina nesse coragaozinho.

A Thécia, ser unico, que do seu jeito demonstra seu carinho e atenc¢ao. Pessoa mais sem
juizo da turma, mas que emana unido e alegria.

Ao Davi, que entre o amor e o 6dio, conseguimos nos superar nessa oportunidade de
reencontro.

A Thayse, a minha amiga mais mao de vaca, mas que assim ficou rica, hahaha. Que
sempre possamos nos encontrar por esse mundao. Obrigado por tudo.

A Taliana, meu dengo, que conquistou a todos com alegria e doagao.



Ao meu amigo de infancia, André Martins, que sempre esteve disponivel para me ouvir
e que sempre me deu conselhos ndo muitos uteis. Eu agradego pela compreensao e a pela nossa
duradoura amizade.

A Dudg¢, pessoa que mais convivi presencialmente, que tenho tanto apresso e amizade.
Pessoa que quis me converter para organizacao, ¢ que agradeco toda atenc¢do, e as festinhas em
nosso quarto.

Aos que contribuiram por este trabalho, Alice e George, engradeceram esse TCC com
essas maos talentosas e mentes brilhantes.

Aos meus estagiarios, que lavaram tantas lougas minhas, Isac e Ana.

Aos professores, Jean Queiroz ¢ Bruno Nunes, e ao Caio, por terem aceitado compor a

minha banca e pelas contribuigdes tao enriquecedoras.



SILVA, M. A. Purificacdo e caracterizacdo de lacase de Lentinuscrinitus.2019. 51 p.
Trabalho de Conclusio de Curso — Universidade Federal de Campina Grande, Area de

Concentragao: Biotecnologia, Sumé, SP.
RESUMO

A busca por novas biomoléculas tem sido relatada por varios grupos de pesquisadores
devido a crescente aplicabilidade em diversos setores.A lacase ¢ uma enzima de grande
importancia no desenvolvimento de tecnologias verdes, dessa forma sdao consideradas
“ecofriendly”.Nesse trabalho, objetivou-sepurificar e caracterizar a enzima lacase produzida
pelo fungoLentinuscrinitus durante fermentacdo semissolida, tendo a fibra de coco verde
suplementada com farinha de soja como substrato. Foi realizada a cinética de producao de
lacase e biossurfactantes. Alacase foi purificada por meio da precipitagdo com sulfato de
amonio, seguido de didlise e cromatografia de troca i6nica com uso de coluna de troca i0nica
Inertsil CX. A lacase purificada foi caracterizada em relagdo a temperatura e pH 6timos ¢ a
estabilidade ao pH e a temperatura.O pico de atividade de lacase na FSS ocorreu no sexto dia
de fermentacdo com 174 U.L."!. A precipitagdo com 80% de saturagdio de sulfato de aménio foi
eficiente na separacdo da lacase do biossurfactante.A CLAE apresentou um pico unico de
atividade de lacase, sendo que o rendimento foi de 4,79% e o fator de purificagdo foi de 0,13.
A temperatura e pH 6timos foram de 40 C e 2,2 respectivamente. Os altos valores de meia vida
indicam o potencial de aplicagdo de lacase purificada de L. crinitusem processos

biotecnoldgicos.

Palavras-chave: ABTS, basiodiomiceto, biossurfactante, enzima ligninolitica, fibra de

coco verde
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ABSTRACT

The search for new biomolecules has been reported by several groups of researchers due to the
increasing applicability in various sectors. Laccase is an enzyme of great importance in the
development of green technologies, so they are considered ecofriendly. This work aimed to
purify and characterize the laccase enzyme produced by the fungus Lentinuscrinitus during
semi-solid fermentation, using green coconut fiber supplemented with soy flour as substrate.
The kinetics of laccase and biosurfactant production were performed. Laccase was purified by
ammonium sulfate precipitation, followed by dialysis and ion exchange chromatography using
Inertsil CX ion exchange column. The purified laccase was characterized in relation to the
optimum temperature and pH and the stability at pH and temperature. The FSS laccase activity
peak occurred on the sixth day of fermentation with 174 U.L.-1. Precipitation with 80%
ammonium sulfate saturation was efficient in separating the biosurfactant laccase. HPLC
showed a single peak of laccase activity, with a yield of 4.79% and a purification factor of 0.13.
The optimum temperature and pH were 40 C and 2.2 respectively. The high half-life
valuesindicate the potential for application of purified L. crinitus laccase in biotechnological
processes.

Key words: ABTS, basiodiomycete, biosurfactant, ligninolytic enzyme, green coconut fiber.
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1 INTRODUCAO

A busca por novas biomoléculas tem sido relatada por varios grupos de pesquisadores
devido a crescente aplicabilidade em diversos setores industriais, como alimenticio,
biorremediacdo, farmacéutico, entre outros (CHOI;, HAN; KIM, 2015). Entre essas
biomoléculas, destaca-se a lacase, que sao glicoproteinas polifenol oxidases, que podem possuir
3 ou 4 atomos de cobre desempenhando papel essencial no sitio catalitico enzimético
(STRONG:; CLAUS, 2011). Essas enzimas abstraem elétrons do substrato e os transferem para
o nucleo de cobre com concomitante redu¢do de oxigénio em agua, esse mecanismo favorece

ainespecificidade da lacase, que dessa forma, pode ser aplicadaem diversos processos

biotecnoldgicos (VARJANI, 2016).

As atividades agroindustriais geram grandes quantidades de residuos solidos que podem
ser utilizados em processos fermentativos para a produgdo de enzimas a partir de fungos
basidiomicetos (ERGUN; UREK, 2017; PERALTA et al., 2017). A fibra de coco verde ¢ um
residuo agroindustrial gerado em grande quantidade no Brasil (MARTINS et al., 2013), e que
apresenta composicao lignocelulodsica favoravel para producao de enzimas ligninoliticas (NISA
et al. 2014). O fungo Lentinuscrinitus, causador da prodridao branca da madeira, ¢ reconhecido
pela capacidade de produzir a lacase em diversos substratos e de degradar poluentes (BOSCO;

MOLLEA; RUGGERI, 2016; ALMEIDA; OLIVEIRA; SOUZA, 2018).

Na literatura, verifica-se que as lacases vém sendo aplicadas para a degradagdo de
diferentes tipos de compostos organicos recalcitrantes, como os corantes téxteis sintéticos
(MOREIRA-NETO; MILAGRES; MUSSATTO, 2014; ALMEIDA et al, 2018), e
organoclorados (PACHECO; SOARES, 2014; COELHO et al.,, 2019), e por isso, sdo
consideradas enzimas “ecofriendly”, pois contribuem para o desenvolvimento de tecnologias

verdes (RODRIGUEZ-COUTO et al., 2012; SENTHIVELAN et al., 2016).

Considerando a importancia das lacases para a aplicagdo em diversas areas, esse
trabalho propos a utilizagdo da fibra de coco verde para a producao, purificagdo e caracterizagao

da lacase de Lentinuscrinitus CCIBT 2611.



18

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir, purificar e caracterizar a lacase produzida pelo fungo basidiomiceto

Lentinuscrinitus.
2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial da fibra de coco verde na produgdo de lacase e de
biossurfactantes em FSS;

o Purificar a lacase produzida pelo fungo basidiomiceto L. crinitus;

e (aracterizar a enzima purificada quanto a temperatura ¢ pH Otimos ¢ a

estabilidade a esses parametros.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A Biotecnologia e o Mercado

Globalmente, muitos sdo os desafios enfrentados a compensar os efeitos das mudancgas
climaticas, do descaso ambiental, assim como, dos problemas reemergentes.Umas das
prioridades nessas resolugdes ¢ a busca, por meio da biotecnologia, de solu¢des com potencial
e viabilidade de remediar questdes socioambientais. Segundo a UNESCO, a biotecnologia ¢
uma ciéncia que busca o desenvolvimento nas areas de industria, medicina e agricultura por
meio de processos bioldgicos utilizando plantas, animais e microrganismos com o objetivo de

melhoria na qualidade de vida da sociedade.

A biotecnologia vem sendo utilizada ha milhares de anos na 4rea de bioprocessos
envolvendo a fermentagdo de diversas matérias primas para gerar uma variabilidade de produtos
microbioldgicos aquecendo o mercado de proteinas e enzimas utilizadas na catalise de reagdes
bioquimicas. Dentre esses produtos, destacam-se os antibioticos, pesticidas, defensivos,
biocompostos oriundos de processos envolvendo microrganismos (SALERNO et al., 2018),

bem como enzimas e biossurfactantes(MARTINHO et al., 2019)

Segundo IFPMA - International Federation
ofPharmaceuticalManufacturers&Associations ~ (2017), a indastria tem investido
constantemente em inova¢do nos Estados Unidos, sendo que20% do faturamento anual ¢
aplicado em P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) referente as 4areas de biotecnologia e

farmacologia, o que representa cerca de US$ 80 bilhdes/ano. Esse percentual tem como



19

consequéncia a producdo de mais de 50% de novas moléculas que foram desenvolvidas no
mundo na década passada. Vale ressaltar que o mercado biotecnoldgico estd em expansdo em

paises pertencentes a Unido Europeia, e paises emergentes da Asia, como a China e Singapura.

Dados publicados pela Enzymes Market Size (2019) estimam que o mercado de enzima
tenha crescimento anual de 6,8% entre os anos 2019 a 2026 atingindo um valor de mercado de
USS 8,6 bilhdes. Esse mercado estd em exponencial desenvolvimento a partir da demanda de
produtos farmacéuticos por enzimas eficientes, assim como, no setor de energia, combustivel e

alimenticio. Em aplicagdes, cerca de 500 produtos s@o produzidos a partir de enzimas (KUMAR

e SINGH, 2013).

3.2 Fungos Ligninoliticos

Os fungos constituem um grupo muito diversificado em relacao a sua forma, a estrutura
e a capacidade metabdlica, e se desenvolvem por meio da metabolizacdo de matéria organica e
tem o crescimento afetado por fatores fisicos e quimicos como temperatura, umidade,
concentragcdo de oxigénio, pH, micronutrientes, fontes de carbono e nitrogénio, entre outros
(LOGUERCIO-LEITE; ESPOSITO, 2004). Os fungos basidiomicetos possuem fase
vegetativa, o micélio, que ¢é formado por muitos filamentos denominados hifas,
caracteristicamente produzem uma estrutura chamada basidiocarpo(Figura 1). Popularmente

sdo conhecidos como de cogumelos ou orelhas-de-pau(GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).

Figura 1. Basidiocarpo de LentinuscrinitusCCIBT 2611

Fonte: Gugliotta e Capelari(1998)

Os basidiomicetos ligninoliticos excretam para o ambiente enzimas que sdo capazes de
metabolizar polimeros complexos em moléculas menores, e que posteriormente, sdo utilizadas

como nutrientes. Estes fungos basidiomicetos, decompositores de madeira, podem ser
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classificados como causadores de podriddo branca e podridao parda, atuando na degradagdo de
matéria organica dinamizando a ciclagem de nutrientes (TUOMELA et al., 2000). Os fungos
causadores da podridao parda degradam principalmente a celulose e hemicelulose, restando
apenas moléculas de lignina. Ja os fungos causadores de podriddo branca apresentam
complexos enzimaticos capazes de sintetizar fontes complexas de carbono, degradando além
de celulose e hemicelulose, a lignina restando a madeira com aparéncia esbranquicada.

(LEONOWICZ et al., 1999; SHAH; NERUD, 2002).

A utiliza¢do de fungos basidiomicetos em processos biotecnolégicos vem ganhando
destaque devido a capacidade de crescimento em suporte agroindustriais, assim como de
biodegradacdo de substincias nocivas ao meio ambiente, podendo ser aplicados na
biorremediacdo de poluentes organicos como corantes (SOTERO et al, 2017), organoclorados
(COELHO et al 2019), compostos aminoaromaticos (LIMA et al., 2018), hidrocarbonetos
aromaticos (VIEIRA et al., 2018).

3.3Lentinuscrinitus

O fungo L.crinitus ¢é classificado, segundo o Catalogue of Life (2019), em Filo
Basidiomicota; Classe Basidiomicetos; Ordem Poliporales; Familia Poliporaceae e género
Lentinus. Esse fungo ¢ classificado como fungo de podriddo branca, possui ampla distribui¢ao
na América do Sul, América Central, assim como, na Africa e Asia e pode ser encontrado em
madeira em decomposicao (MAIA et al., 2006). No Brasil, ha ocorréncia do fungo na Regido

Amazonica e Mata Atlantica (COSTA; JESUS, 2010).

O género Lentinus ¢ conhecido por produzir enzimas ligninoliticas(VALLE et al.,
2014), bem como por degradar diferentes residuos xenobidticos, como dicloclorofenol (JIA et
al., 2016), e corante sintéticos (ALMEIDA et al., 2018, NIEBISCH et al., 2010). L. crinitusé
utilizado na alimentagdo por grupos de indigenas da Amazdnia Ocidental (FRANCO-
MOLANO et al., 2005). Ainda, fungos do género Lentinus fazem parte dos cogumelos
comestiveis consumidos pelatribo indigena amazonense Sandma, pertencente ao grupo étnico

Yanomami(NISHIKIDO, 2019).

3.4Fermentac¢do Semisolida (FSS)
Diante do elevado custo para a producdo de enzimas ligninocelulosicas, a fermentagao

semissolida (FSS) torna-se uma alternativa viavel com a possibilidade do uso de uma variedade
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de substratos, que apresentam baixo custo, favorecendo o uso dessas enzimas em aplicagdes

industriais (GAOet al., 2008).

A FSS ¢ um processo que utiliza substratos so6lidos como suporte para crescimento de
microrganismos e producao de metabolitos, tanto primarios como secundarios. Esses suportes
sdo utilizados por fungos como fonte de carbono ou apenas como suporte inerte. A FSS possui
como principal caracteristica a presenca de baixos niveis de agua livre (SINDHU et al., 2015).
Esse tipo de fermentacdo torna-se vantajosa por apresentar menores possibilidades de
contaminag¢do devido ao baixo nivel de dgua livre, além da formagao de um pequeno volume
de subprodutos durante o processo, maior produtividade, assim como maior concentracao do
produto final, e principalmente, a possibilidade de utilizagdo de residuos agroindustriais como

substrato (CASTRO; PEREIRA JR., 2010; YAZID et al., 2017).

3.5Coco Verde (Cocos nucifera L.)

A parede celular dos vegetais é complexa e resistente, sendo que o material
lignoceluldsico corresponde a 60% da biomassa vegetal. Desse percentual, 10 a 30%
corresponde a lignina, 15 a 35% a hemicelulose, e 30 a 50% corresponde ao teor de celulose,

variando os percentuais de polissacarideos de acordo com a matéria-prima e estado vegetativo

da biomassa (RESENDE, 2017).

A casca de coco verde (CV) representa em torno de 80% damassa total do fruto,sendo
composto pelo endocarpo, mesocarpo e epicarpo. A fibra de CV possui uma alta umidade, € a
falta de aproveitamento do residuo condiciona o destino final ao deposito em lixdes. Entretanto,
alguns setores da industria utilizam esses residuos para produ¢do de produtos biotecnologicos,
associando o ganho socioecondmico com os aspectos ambientais. O uso da fibra de coco ¢
verificado na producdo de compositos poliméricos de polietileno (PERES, 2018), na produgao
de carboximetilcelulose (STEGMILLER et al., 2013), assim como, na imobiliza¢ao de enzima

lacase para clarificacdo de suco (LACERDA et al., 2018).

3.6Enzimas do Complexo Ligninolitico

As enzimas do complexo enzimatico ligninolitico, produzidas por fungos de podriddo
branca, sdo assim chamados pelo fato de serem capazes de degradar a celulose, a hemicelulose
e a lignina devido a producdo de duas classes principais de enzimas: as enzimas hidroliticas —
relacionadas a degradagdo de celulose e hemicelulose — e as enzimas fenoloxidases e
peroxidades — que estdo relacionadas a degradag¢do da lignina (NOVOTNY. et al., 2004;
FARIA, 2010).
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As principais enzimas ligninoliticassdo a Manganés Peroxidase (MnP), a Lignina
Peroxidase (LiP) e a Lacase, sendo que MnP e LiP possuem a capacidade de clivar ligagdes
moleculares na presenca de peroxido de hidrogénio (H202) (AGUIAR 2006), e devido a isso
podem ser utilizadas para remog¢dao de moléculas de dificil degradacdo de compostos
recalcitrantes.Entretanto, as peroxidases ndo sdo muito utilizadas devido a possibilidade de sua
atividade ser prejudicada pela formagao de radicais livres (SILVA, 2014). Por outra via, as
lacases atuam na catalise de compostos fenolicos, € nao fendlicos na presenga de oxigénio. Para
a degradacao de compostos ndo fenolicos, as lacases necessitam de mediadores enzimaticos

para aumentar o potencial redox (GARCIA, 2009).

3.7Lacase

A lacase foi descrita pela primeira vez emuma arvore japonesa, Rhusvernicifera
(YOSHIDA, 1883). A presenga de metais no sitio ativo, bem como a ocorréncia de lacases em
fungos foram registradas por Bertrand em 1885 (BERTRAND, 1886). O interesse
biotecnoldgico pelaslacases fingicas surgiu pela constatacdode que os fungos conseguem
suportar ambientes adversos, a partir da liberacdo de enzimas capazes de atuar em diversas
situacdes (VISWANATH et al., 2008). Além disso, a maioria das lacases fungicas sdo

identificadas como glicolisadas, auxiliando na estabilidade enzimatica (CHO et al., 2011).

As lacases sao ligninases (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigéniooxidoredutase) produzidas
por fungos basidiomicetos que contém trés ou quatro atomos de cobre (JANUSZ et al., 2013).
A Figura 2 representa um modelo tridimensional da estrutura dimérica da lacase de Lentinus
sp.A reagdo enzimatica inicia-se quando ocorre a transferéncia de elétron do substrato para um
dos atomos de cobre e entao ha formagao de um radical livre concomitantemente a reducao do
oxigénio a dgua (MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2015; MARTINKOVA et al.,
2016, BILAL et al., 2019). A reducao do oxigénio forma duas moléculas de dgua, uma delas ¢
transportada rapidamente para a solugdo e a outra permanece ligada fortemente ao ion cobre 2
(YAROPOLOV et al., 1994). Primeiramenteo substrato reduz o site T1, depois dissotransfere
o elétron para o aglomerado trinuclearT2 / T3 (MINOCHEHERHOMIJI; PRAJAPATI, 2018)
(Figura 3).


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-015-0316-3#CR111
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Figura 2 - Estrutura cristalografica de Lacase de Lentinus sp.

Legenda: em diferentes tons de verde tem-se os dimeros da lacase de lentinus sp. No sitio catalitico da enzima

contém um nticleo trimero de cobre. NCBI: ID 3X1B. Fonte: autoria propria.

Figura 3 - Mecanismo catalitico da enzima Lacase.
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Fonte: Minocheherhomii e Prajapati (2018)

A lacase tem recebido atencdo devido a capacidade de degradar uma variedade de
poluentes recalcitrantes, bem como pela inespecificidade(VARJANI, 2016). As lacases podem
degradar compostos organicos de diferentes classes, podendo ser aplicadas em processos de
biorremediacdo (MATE; ALCALDE, 2016), atuando na degradacao de efluentes téxteis
(GONZALEZ et al., 2019) por meio da desaminagio e dessulfonagdo de corante sintéticos
(LADE; GOVINDWAR;PAUL, 2015), em efluente papeleiro (SHARMA et al., 2019), na
degradacdo de compostos aromaticos (KHAMBHATY et al. 2015), bem como, na sacarificagao
da biomassa e na produgao de etanol celulésico (LOMASCOLO et al., 2011).

Estudos mais recentes demonstram o potencial da lacase na farmacologia. Estudos de
Brugnerotto et al. (2016) verificaram aimportancia da lacase no desenvolvimento de

biossensores para rutina, um flavonoide. As lacases purificadas podem ser utilizadas para


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-015-0316-3#CR60
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encapsulacdo celular (ROBERTS et al., 2016) e como inibidoras da transcriptase reversa do

virus da ImunodeficiénciaHumana Tipo 1(HIV-1) (ZHANG et al., 2013).

3.8Biossurfactante

Biossurfactantessao moléculas anfipaticas de origem microbiana que auxiliam na
reducdo da tensdo interfacial e superficial dos liquidos imisciveis (KARLAPUDI et al., 2018),
que vém sendo estudados para substituir os surfactantes sintéticos derivados do petréleo (LIU
et al., 2018). Os microrganismos produzem biossurfactantes com finalidades fisiologicas,
permitindo que esses crescam em substratos hidrofobicos, pela diminuicdo da tensdo
superficial, disponibilizando-os para o metabolismo (BARBOSA, 2011). Essas substancias
tensoativas possuem vantagens especiais em relacdo aos surfactantes quimicos, como alta
biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior taxa de redugdo de tensdo superficial, solubilidade
em agua, capacidade de atuacdo em condi¢des drasticas de pH, temperatura e salinidade (LIU
etal., 2018; TRIPATHI et al., 2019) As caracteristicas dos biossurfactantes permitem que essas

biomoléculas possam ser aplicadas em varias areas, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Aplicagdes dos biossurfcatantes

Industria Aplicacgio Func¢ao do surfactante
Petroleo Limpeza de reservatorio de | Reduzir a viscosidade e formar emulsdes,
0leo; aumento da recuperacdo | facilitando a remogdo de o6leos pesados
de petroleo depositados em fundos de reservatorios
Ambiental Biorremediacao de Emulsificagao e remocao de
aguas e solos hidrocarbonetos; remocao de metais; agente
espumante; detergente;
Alimenticia | Emulsifica¢ao; ingrediente | Emulsionar favorecendo a consisténcia e a
funcional textura;
Agricola Biocontrole Emulsionar  pesticidas e  herbicidas,
facilitando a dispersd@o do composto ativo
Cosmética Produtos de higiene e beleza Emulsificantes, umectantes, espumantes,
solubilizantes, mediadores da acdo
enzimatica
Farmacéutica | Produtos terapéuticos Inibir formacao de coagulos; atividade
antibacteriana e antifiingica; vacinas

Fonte: Singh et al.(2007)
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3.9Purificagcdo

A purificacdo de produtos biotecnoldgicos produzidos por microrganismos constitui
uma etapa complexa e custosa, devido as caracteristicas dos meios e das biomoléculas de
interesse, como enzimas. A purificagdo pode ser dividida em quatro etapas gerais: separagao

das células e fragmentos do meio de cultivo; concentragdo do material, purificagdo de alta

resolugdo e o condicionamento final do produto (PESSOA Jr.; KILIKIAN, 2005).

Diferentes técnicas de purificacao de proteinas t€m sido utilizadas buscando a eficiéncia
na obtengdo de enzimas.Alguns métodos combinam precipitagdo e ultrafiltracdo a fim de
reduzir o volume, e diferentes técnicas de cromatografia sdo utilizadas para isolamento e
captura da enzima desejada, conforme apresentado na Tabela 2. Entretanto, essas operagdes
unitarias trazem consigo desvantagens na obtencdo quantitativa da enzima. Diante disso,
técnicas em cromatografia em coluna estdo sendo aplicadas em lacases com o objetivo de

elucidar e otimizar a purificacdo enzimatica (RAJEEVA; LELE, 2011).

Tabela 2 - Técnicas de purifica¢do de lacases de Fungos.

Fungo Técnica de Purificacio Referéncias
Lepiotaventriosospora Troca i6nica (3%*) Zhang et al. (2013)
Filtragdo em gel
Shiraia sp. Troca i0nica (1%*) Yang et al. (2013)
Filtragcdo em gel
Lentinussquarrosulus Troca i6nica (1%*) Mukhopadhyay; Banerjee (2015)
Filtragdao em gel
Lentinustigrinus Coluna de Afinidade Sadeghian-abadi (2019)
Trametes pubescens Troca i6nica (2%*) Si, Peng e Cui (2013)
Coluna de Afinidade
Trametes orientalis Troca i0nica (2*) Zheng et al. (2017)
Trichodermaharzianum Troca i6nica(1*) Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2017)
Filtragdao em gel
Deconicacastanella Filtragdao em gel Coelho (2007)
Pleurotuseryngii Troca i6nica (3%) Wang e Ng (2006)

Filtragdo em gel

*: namero de cromatografias utilizadas

Fonte: Autoria propria.

4 MATERIAL E METODOS

A metodologia aplicada esta apresentada de forma resumida no Fluxograma 1.
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Fluxograma 1. Resumo da metodologia utilizada na pesquisa.

Producao de extrato bruto (EB) em FSS pelo fungo
Lentinus crinitus em fibra de coco

Extracdo do EB por | |
» Filtragcao | |

Analise Qualitativa de
Crescimento

Atll\:;izgg de Producao de Biossurfactantes pH
|

Purificagio Caracterizagao:
| Estabilidade

Troca I6nica

Caracterizagao:
pH
Temperatura

4.1 Local de realizacdo do trabalho
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia e de Biologia

Molecular no Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido/CDSA/UFCG/Sumé-PB.

4.2 Indculo

O basidiomiceto L.crinitus CCIBt2611 pertence a Cole¢do de Cultura de Algas,
Cianobactérias e Fungos (CCIBt) do Instituto de Botanica, da Secretaria de Infraestrutura e
Meio Ambiente do Estado de Sdo Paulo. Este fungo foi isolado de basidioma encontrado em

madeira de mata de restinga no municipio de Sao Vicente, Regido da Baixada Santista, SP

(OKINO et al., 2000).

L. crinitusCCIBT 2611 foi cultivado em meio BDA (Tabela 2) a 28° C até que o

crescimento atingisse toda a placa de Petri.

Tabela 3 - Composi¢do do meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) utilizado

para cultivo do indculo

COMPONENTE QUANTIDADE
Batata 200 g
Dextrose 20g
Agar 20 g
Agua destilada qs.p. 1L

Fonte:Fahim(1966)
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4.3 Preparo do Substrato

A matéria-prima utilizada como substrato foi constituida de bagago de coco verde
(mesocarpo e epicarpo), que foi adquirido na cidade Sumé-PB, triturado em uma forrageira e
lavado em agua corrente até a retirada de todos sélidos soluveis totais, ¢ de farinha de soja
comercial da marca VITAO lote 16048. Os substratos foram misturados de modo a se alcangar
a propor¢cao C/N 90 (MATHEUS et al., 2003). A umidade foi determinada utilizando se o
determinador de umidade (Shimadzu MOC 63U) por 15 minutos a 105°C, e foi ajustada para
70% (bu) pela adi¢do de um volume definido de 4gua destilada, considerando que a densidade

da 4gua é igual a 1 g/cm?, realizou-se o célculo a partir da Equacio 1:

i((U,—-U
Vaa(g/em®) = my, = T2 (M

Em que:

VAA: volume de agua a ser adicionada ao meio
maa: massa de agua a ser adicionada

mi = massa do meio a ser umidificado

Ul = umidade do meio;

U2 = umidade do meio desejada.

4.4Fermentagdo Semisolida(FSS)

O inoculo foi preparado em frascos de vidro com tampa de rosca com capacidade de
900 mL e foi constituido de uma mistura de 30 g mesocarpo e epicarpo de coco verde triturado,
suplementado com 0,3366g de farinha de soja, de forma a obter-se uma relacdo C/N 90. A
umidade foi ajustada para 70 %. O sistema foi esterilizado em autoclave por 60 min a 121°C e
1 atm. Apos resfriamento, 10 discos de 5 mm de diametro de crescimento micelial foram
adicionados ao substrato (Ballaminut; Matheus 2007), que foi incubado em estufa a 28° C+ 2°

C durante 21 dias. A Figura 4 apresenta o sistema de cultivo fungico apds os 21 dias de cultivo.
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Figura 4 - L.crinitus CCIBT 2611 tendo como suporte a fibra de coco verde

suplementado com farinha de soja C/N: 90

Fonte: Dados da pesquisa

4.5 Analise Qualitativa do Crescimento Microbiano

Por meio da observagdo visual, determinou-se, qualitativamente, o crescimento do
fungo no substrato submetido a fermentacdo em estado solido. O crescimento fingico foi
observado e determinado de acordo com o padrdao adaptado da ASTM (American Society for
TestingMaterials), Standard Methods G21-90 (1990), apresentando as seguintes faixas de
crescimento:
(-) auséncia de crescimento;
(+) pouco crescimento com turvagdo de pequenos fragmentos de micélio langados no meio;
(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie do meio;

(+++) o6timo crescimento de massa micelial da metade a todo frasco.

4.6 Obtencdo do Extrato Enzimatico

Em frasco de vidro em que conduziu-sea FSS, adicionou-se 50 mL de tampdo acetato
de sodio 50 mM, pH 5. O conteudo de cada frasco foi homogeneizado manualmente por 5
minutos, € em seguida agitado em mesa agitadora a 120 rpm durante 1 hora a 25 °C
(BALLAMINUT, 2007). O extrato enzimatico foi obtido por filtracdo a vacuo utilizando papel
filtro. A determinacdo do pH do extrato bruto foi realizada em pHmetro digital 2600
INSTRUTHERM devidamente calibrado.
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4.7 Determinacdo de Atividade Enzimatica

A atividade de lacase foi determinada pela oxidagdo do 2,2-azinobis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) a 420nm (é¢= 36 mM- 1 cm-1) durante 600
segundos, em espectrofotdmetro marca Instruterm modelo 1000a , seguindo o método descrito
por Ballaminut e Matheus (2007). A mistura de reacao estd expressa na Tabela 4. Uma unidade

enzimatica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 uMol de ABTS por minuto.

Tabela 4 - Concentracao da mistura de reagdo para determinacao da atividade

enzimatica.
Componentes (mM) Concentracao (nL)
Tampao acetato de sodio (50) 450
ABTS (5) 150
Extrato Enzimatico 900

Fonte: Ballaminut e Matheus(2007)

4.8 Avaliagdo de Produgdo de Biossurfactante

A determinacdo de biossurfactante foi feita por meio do célculo do Indice de
Emulsificacdo (IE). Em tubos de ensaio, com tampa de rosca, foram adicionados 2 mL de
extrato bruto e 1 mL de querosene marca Five. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos
e mantida a temperatura ambiente (25°C). Ap6s 2 minutos a leitura foi realizada pela medigado
da altura da emulsdo formada (BARBOSA; GONDIM; PAZ, 2007). Os testes foram realizados

em duplicata e o IE foi calculado por meio da Equacao 2:
Indice da emulsio (%) = I:I—i x 100 (2)

Sendo:

He: altura da emulséo;
Ht: altura total do liquido.

A estabilidade de emulsificacdo foi avaliada em intervalos de 24 h apos o inicio do

ensaio, e foi calculada por meio das Equagdes 3 e 4 (Das et al. 1998)

altura da emulsio (mm)x area da seccio tranversal (mm)?x 100

VE (%) =

3)

volume total (4000mm)?

O acompanhamento da estabilidade da emulsao EE (%) foi realizada utilizando se a

Equacao 4.
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"2t (%) x 100 (4)

VE,

EE (%) =

Em que:

VE(%): volume de emulsdo medida no tempo t
VEj (%): volume de emulsdo no tempo zero

A emulsao foi considerada estavel se 24 horas apds a formagao o volume corresponder
a um valor igual ou maior que 50% do volume original (WILLUMSEN e KARLSON, 1997).

Os testes foram realizados em triplicata.

4.9 Quantificacdo de Proteinas

Para a quantifica¢do das proteinas utilizou 4 ml da solu¢do reagente Biureto (0,15 %
sulfato de cobre; 0,6 % tartarato de sodio e potassio; 3 % hidroxido de sodio; 0,1 % iodeto de
potassio) e 1 ml da amostra, diluida de forma que a absorbancia lida no espectrofotometro
estivesse dentro da curva de calibrag@o. As leituras foram realizadas por espectrofotometro em
540 nm e a curva padrao foi construida com soro albumina bovina liquida. O espectrofotometro
foi previamente zerado com uma amostra em branco contendo: 4 ml da solugdo reagente Biureto

e 1 ml de agua destilada (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).

4.10Purificagdo de Lacase

4.10.1 Precipitagdo com sulfato de amonio (NH4)2SOq

O extrato enzimatico (360 mL) proveniente da FSS, apds 6 dias de cultivo (condicdo de
maior expressao de atividade da lacase em teste preliminar) foi submetido a precipitagdo com
sulfato de amonio a 80% (BURGUESS, 2009)em banho de gelo. Posteriormente, a suspensao
foi centrifugada a 2.000 rpm durante 20 minutos em temperatura ambiente e o precipitado foi
ressuspenso em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0; dialisado contra 0 mesmo tampao

durante 24 horas.

4.10.2Cromatografia liquida de alta eficiéncia(CLAE)
O extrato enzimatico (15 mL) dialisado foi eluidoem coluna Inertsil CX (cromatografia
de troca i6nica), equilibrada em tampao acetato de amoénio 0,5 M pH 5,5 (Tampao A)ao fluxo

!, coletando-se fragdes de 0,5 mL, no total de 20 fracdes.A fase movel foi

de 1 mL min
constituida de 10% do tampao acetato de amonio0,5 M pH 5,5 e 90% de 4gua deionizada pH
6,7 durante 4min. Em seguida procedeu-se um gradiente até atingir 100% de tampao acetato de
amonio por 6 min.As fracdes obtidas foram submetidas a detec¢do da atividade da lacase e a

verificagdo do melhor pH e temperatura, e suas respectivas estabilidades.
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4.10.3 Andlise: purifica¢do enzimatica

Os calculos foram realizados conforme as equagdes propostas por Walker (2009).

Atividade especifica relaciona a sua atividade total com a quantidade total de proteina

presente na solucdo, conforme a Equagao 5

Atividadeenzimatica

Atividadeespecifica = (5)

Proteinastotais

O rendimento ¢ calculado pela razdo entre a atividade do extrato purificado e a atividade

do extrato bruto (equagao 6).

. Atividade(extratopurificado)
Rendimento(%) = purtf

Atividade(extratobruto) * 100 (6)
O fator de purifica¢do (Equagdo 7) indica o quanto a atividade especifica da enzima de
interesse aumentou. Nesse caso, para que a purifica¢do seja bem-sucedida a atividade especifica

da proteina deve ser superior ao valor obtido antes do processo de purificagao.

Atividadeespecifica (extratopurificado) /7)
Atividadeespecifica (extratobruto) \

Fatordepurificacdo =

4.11 Caracterizagdo de Enzima Purificada

4.11.1 Determina¢do da temperatura e do pH otimos de reagdo

A determinacdo do pH 6timo foi realizada por meio da incubagdo de 1mL da enzima
purificada em presenca de 1 mL de solugdes tamponantesMcllvaine no intervalo de pH de 2,2
a 6,6. A determinagdo da temperatura 6tima foi realizada por meio da incubacdo da enzima
purificada nas temperaturas de 30 a 80°C, no pH 6timo. Os ensaios foram realizados em

duplicata.

4.11.2Determinagdo da estabilidade ao pH
A determinagdo da estabilidade da enzima frente ao pH foi realizada, em duplicata, pela
incubacdode 1mL da enzima purificada e 1 mL da solugdo tampao Mcllvaine nos pHs2,2 e 4,8

nos intervalos de 0, 3, 6, 12, 24, 36 € 72 horas.

4.11.3Determinacdo da estabilidade térmica
A determinacdo da estabilidade frente a temperatura foi realizada pela incubacao da

enzima purificada em banho-maria nas temperaturas de 40 °C e 50 °C, nos intervalos de 0, 3, 6,
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12, 24, 36 e 72. Em seguida, foi determinada a atividade residual. Os ensaios foram feitos em

duplicatas.
4.12Analise dos Resultados

Os resultados foram analisados por meio de graficos gerados pela utilizagdo do programa

computacional Origin Pro 8.0.

5. RESULTADOS

5.1 Avaliag¢ao Qualitativa de Crescimento de L. crinitus
O fungo apresentou um crescimento micelial moderado a partir do terceiro dia deincubagao,
e a partir do sexto dia de incubagdo verificou-se um 6timo crescimento, 0 que se manteve até

os 21 dias (Tabela 5).

Tabela 5 - Avaliacdo do crescimento do microrganismo.

Tempo de incubacgao (dias) 3 6 9 12 15 18 21

Avaliagao do Crescimento  ++ -+ - -+ 4+ -+ -

Legenda: (-) auséncia de crescimento; (+) pouco crescimento com turvacdo de pequenos fragmentos de micélio
langados no meio; (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie do meio; (+++) 6timo
crescimento de massa micelial da metade a todo frasco.
5.2 Cinéticas de Produgdo Enzimdtica e de Biossurfactantes

Na Figura 5 observa-se que a atividade de lacase foi verificada a partir do terceiro dia
de cultivo (66,52 U.L!), sendo que o pico de producio da enzima ligninolitica (lacase) ocorreu
no sexto (6°) dia de fermentagdo (174,01 U.L"). Os valores de pH variaram de 4,15 a 5,07.A
ocorréncia de biossurfactante foi verificada a partir do terceiro dia de fermentacao(6,62%) e o

maior indice de emulsificacdo foi detectado no décimo oitavo dia de incubacgao (42,23%).

Figura 5 - Indice de Emulsificagdo (®), Atividade de Lacase (A) e pH (m) pelo
sistema enzimatico de L.crinitus CCIBT durante crescimento em bagaco do endocarpo

epicarpo do coco verde suplementado com farinha de soja.
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Ap6s o pico de produgdo de biossurfactante, no nono dia de FSS, ocorre uma diminui¢ao

de atividade de lacase.

5.3. Caracterizagdo do Biossurfactante
A estabilidade das emulsdes apds 24h estd apresentada na Figura 6. Observa-se que a
maior estabilidade foi verificada para a emulsao obtida no nono dia de fermentagao (95%),

sendo que as demais apresentaram estabilidade inferior a 50%.

Figura 6 - Estabilidade de emulsificacdo dos extratos brutos obtidos durante os 21

dias de incubagao, apds 24 h. as barras indicam desvio padrdo entre triplicatas.
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A emuls3o obtida com nove dias de fermentacdo apresentou-se mais estavel que as
demais, por isso teve a estabilidade acompanhada durante 24 dias (Figura 7). Nas primeiras 24
horas de incubagdo verificou-se 95% de estabilidade. Apods esse periodo observa - se uma
redu¢do na estabilidade da emulsdo, sendo que 24 dias apdés a obtencdo da emulsdo a

estabilidade foi de 47%.

Figura 7 - Acompanhamento da estabilidade de emulsifica¢do do extrato bruto obtido

no nono dia de fermentagdo, durante 24 dias.

100
90 - \

80

- J

60 -

|\l

EE (%)

40

30

20+

0 T T T
0 8 16 24

Tempo (dias)

5.4 Purificagdo da Lacasede L. crinitus

Apos a precipitacdo e dialise de proteinas foi verificado que a lacase ficou no material
precipitado enquanto os biossurfactantesficaram no sobrenadante.O precipitado teve o volume
concentrado em vinte e quatro vezes em relagdo ao volume inicial.Na cromatografia de troca
ionica foi observado somente um pico de atividade de lacase, que ndo coincide com o pico de

leitura a 280nm (Figura 8).

Figura 8 - Perfil de elui¢cdo da atividade de lacase em cromatografia de troca idnica.
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Na purificacdo da lacase de L. crinitus foi observado acréscimo no fator de purificagao
enzimatica em todas as etapas, sendo o maior aumento foi verificado entre as etapas de
Precipitacdo em (NH4)2SO4 e de cromatografia de troca idnica, resultando em um fator de

purificacao de 0,13 (Tabela 5).

Tabela 6 - Etapas de purificacdo da lacase de L.crinitus.

Etapa Atividade Proteinas Atividade Rendimento Fator de
Total (U) Totais Especifica (%) purificaciao
(mg) (U.mg™)
Extrato bruto 36,264 531,00 0,07 100 1
Precipitacdo em 14,610 26,94 0,54 39,63 7,81
(NH4)2S04
Cromatografia de 1,77 3,98 0,01 4,79 0,13

Troca ionica

Fonte: Dados da Pesquisa

5.5 Caracterizagdo de Lacase Purificada de L. crinitus

Os perfis de temperatura e pH O6timos estdo apresentados nas Figuras 9 e 10,
respectivamente. O perfil do efeito da temperatura sobre a atividade de lacase (Figura 9) indica
que a temperatura 6tima foi determinada em 40°C, sendo que a 50°C foi verificada que a enzima
apresentou 94% de sua atividade relativa. Na Figura 10, verifica-se que a maxima atividade
relativa foi em pH 2,2 e que a atividade de lacase foi reduzida com o aumento do pH. Sendo

que em pH 6,6 a atividade relativa sofreu reducao de cerca de 97%.
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Figura 9 - O efeito da temperatura sobre a atividade de lacase de L. crinitus foi

determinada no pH o6timo.
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Figura 10 - Efeito do pH sobre a atividade da lacase de L. crinitus durante dias de
fermentac¢do utilizando a fibra de coco verde como substrato. Utilizou-se tampaoMcllvaine da

faixa de 2,2 a 6,6.
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A estabilidade ao pH foi avaliada no pH 2,2, pH 6timo da enzima, e no pH 4,8. NospHs

2,2 ¢ 4,8 a enzima apresentou meia vida (Ti2) de cerca de 4,9 horas e 51,8 horas,

respectivamente. A estabilidade da lacase foi mais baixa em pH 2,2, apresentando diminui¢ao

ao longo do tempo, com uma redugdo de 72% da atividade relativa com24h, ndo sendo mais

observada atividade enzimatica a partir de 36h. Observa-se que com 3h de incubagdo em pH

4,8 a enzima tem perda de atividade de somente 7%, com queda gradativa (Figura 11).

Figura 11 - Perfil de estabilidade da lacase de L. crinitus no pH 4,8 (A) e pH 2,2 (m).
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A estabilidade térmica da lacase do fungo L. crinitusfoi avaliada nas temperaturas de

40°C a 50°C e estd mostrada na Figura 12. Observa-se que nas temperaturas de 40 e

50°Cobservaram-se perdas de 7 e 19 % respectivamente da atividade relativa da enzima em

relagdo a atividade inicial com 180 min de incubacdo. Nas temperaturas de 40°C e 50°C
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verificou-se meia vida de cerca de 53,9horas e 44,4horas, respectivamente. Verifica-se que com
36h ¢ 48h de incubagdao a 50°C, a lacase manteve-se com 57% ¢ 47% de sua atividade

enzimatica, respectivamente.

Figura 12 - Estabilidade da atividade de lacase de L. crinitus nas temperaturas de

40°C (A) e 50°C (m) no pH 4,8.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo ¢ o primeiro relato da producgdo de lacase em FSS com fibra de coco
verde (fonte de carbono)porL.crinitus, tendo-se obtido 174,01 U.L!.Varias fontes de carbono
sdo utilizadas na producgdo de enzimas ligninoliticas (WANG et al., 2016).Silva et al. (2019)
avaliaram a producao de lacase pelo fungo L.crinitususando vagem do amendoim suplementada
com 2% de 6leo de soja, como substrato, obtendo pico de producio de 29,63 U.L aos seis dias
de FSS. Quando L. crinitus foi cultivado em FSS contendo bagaco de cana de agticaridentificou-
se pico de atividade enzimatica da lacase de 17,59 U.L! aos 10 dias de incubagio
(BALLAMINUT, 2007). Segundo Valle et al. (2014), a relacdo entre fontes de carbono e
nitrogénio podem afetar a producdo de lacase por L. crinitus, sendo que estes fungos tém

preferéncia por fontes simples de nitrogénio (HERNANDEZ et al., 2015).

Em trabalho realizado por Abreu et al.(2015) utilizando bagaco de coco verde em FSS
para a producdo de lacase por outro basidiomiceto, P. castanella, também se verificou altos
niveis de producdo de lacase, com pico de produgio 113 U L' com 30 dias de
fermentagdo.Esses dados demonstram o potencial do uso do bagaco de coco verde na produgao

de enzimas ligninoliticas, como a lacase. Devido a composicdo desses materiais
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lignocelulosicos, a utiliza¢ao de residuos agroindustriais tem recebido destaque pelo potencial

de reutilizacao de residuos para um fim mais nobre, tal como a producdo de enzimas.

A producao de biossurfactantes por basidiomicetos ¢ escassa na literatura. Lourenco
(2017), pela primeira vez, relatou a producdo de biossurfactante pelo fungo basidiomiceto
Trametes versicolor em FSS tendo residuos de moinho de azeitona como substrato. Produgao
de Dbiossurfactante por espécies de Pleutorustem sido relatadapor fermentagdo
submersa(VELIOGLU; UREK, 2016; ALVES et al., 2017) e por FSS (VELIOGLU; UREK,
2015) com Indice de emulsificagdo (IE) de 44,4%, 66,6%, e 29%, respectivamente.O uso de
substratos ricos em polissacarideos (FONTES et al., 2012) e em lipidiospode aumentar a
producao de biossurfactantes (KALYANI et al., 2014), no entanto, a utilizagdo de substratos
renovaveis, como residuos agroindustriais visa a minimiza¢ao dos custos de produ¢do (ROCHA

et al.,2014).

Procurando-se estabelecer uma relagao entre a producao de lacase e biossurfactantes,
observa-se que durante a cinética de produg¢ao ha uma relacdo inversamente proporcional.
Pesquisas sobre biossurfactantes, dos tipos liquenisina e surfactina, provenientes de bactérias
tem indicado que essas moléculas podem apresentarem-se como quelantes de metais
divalentes(GRANGEMARD et al., 2001; WEI, WANG; CHANG, 2004), inibindo a atividade
enzimatica de fosfatases conforme sugerido por Vass et al. (2001).Apesar dos autores
supracitados terem se referido diretamente ao cobre (Cu™?) que compde o sitio catalitico das
lacases, pode-se inferir queo biossurfactanteproduzidos por L. crinitus pode ter promovido a

quelagao desse metal, e como consequéncia ter reduzindo a atividade de lacase.

No processo de purificagdo, o precipitado apresentou coloracdo escura, provavelmente
devido a presenca de polifendis proveniente da fibra de coco verde (COELHO, 2007). A
purificagdo da enzima apresenta-se com o objetivo de remoc¢ao de contaminantes e de outras
estruturas moleculares, por meio de varias técnicas, sendo que a pureza de uma enzima sé pode
ser verificada a partir da presenca de uma tnica banda em gel de eletroforese (DAKO et al.,

2012), por isso, esse trabalho trata-se de uma purificag¢do parcial.

Estudos de purificacdo de lacases de basidiomicetos pertencentes a diversas espécies
indicam a utilizacdo de técnicas de cromatografia de troca i6nica associada a cromatografia de
filtracdo em gel, e em alguns casos, cromatografia de afinidade, atingindo altos valores de fator

de purificagdo (YANG et al., 2013; ZHANG et al, 2013; PATEL et al., 2014;
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MUKHOPADHYAY; BANERJEE, 2015; SADEGHIAN-ABADI et al., 2019). Sendo que nao
ha na literatura registros do uso da coluna Inertsil CX na purificagdo de purificacdo de lacase

de basidiomicetos.

Visto que as lacases produzidas pelo géneroLentinuspodem se apresentar na forma de
dimerica (JENG; SHYUR; WANG, 2014), os baixos valores de rendimento e de fator de
purificagao identificados na tultima etapa de purificacdo podem ser decorrentes da separagao
dos dimeros da lacase de L.crinitus. Ainda, as diferentes velocidades de desnaturacao da lacase
de L. crinitus verificadas na Figura 11, podem sugerir a ocorréncia de isoformas de lacase

(COELHO et al., 2019), mas também podem confirmar a presen¢a de dimeros de lacase.

Os valores otimos de pH e de temperatura para a lacase de L.crinitus estao de acordo
com o verificado para a maioria das lacases de basidiomicetos que estdo na faixa acida, e no
intervalo de 40 a 60°C (PATEL et al., 2014; SADEGHIAN-ABADI et al., 2019). A lacase de
L. crinitus mostrou-se estavel nas condigdes estudadas, possibilitando o uso da enzima para
tratamentos de efluentes industriais, visto que os mesmos ocorrem em temperaturas altas, € com

longos periodos de detencdo hidraulica.

7. CONCLUSAO

v O fungo L. crinitus foi capaz de produzir a lacase e biossurfacntes em FSS utilizando
fibra de coco verde como suporte enzimatico;

v' A precipitagio com sulfato de amoénio foi eficiente na separagdo da lacase do
biossurfactante;

v A CLAE utilizando a coluna Inertsil CX pode ter promovido a desnatura¢do da lacase
de L. crinitus,

v" Os altos valores de meia vida indicam o potencial de aplicagdo de lacase purificada de

L. crinitusem processos biotecnologicos.
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