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RESUMO

Lacases sdo enzimas capazes de degradar uma ampla gama de substratos fendlicos e possuem
potencial de aplicacdo em diversas areas. Carvao ativado € bastante conhecido por sua capacidade de
adsorver diferentes compostos, especialmente os que conferem cor. No presente trabalho, foi estudado
o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de carvado ativado sobre a atividade de lacases e a
remogao de cor e turbidez de um extrato enzimatico bruto produzido por Pleurotus sajor-caju PS-2001.
Foram testadas concentracg@es variando de 2 a 100 g.L? de carvdo ativado, durante 120 minutos de
reacdo. Os resultados mostraram que a adi¢éo de 50 g.L™ de carvdo promoveu aumento na atividade
de lacases, possivelmente, devido a adsorcdo de compostos inibitdrios presentes no caldo. Esta
concentragdo também proporcionou a remocdo de cor do extrato enzimdtico, porém, a turbidez
apresentou pouca variacdo em relacdo as diferentes concentragdes de carvéo ativado testadas.
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INTRODUCAO

Lacases sdo responsaveis pela oxidacdo de grupos fendlicos livres, retirando um elétron
do substrato aromaético, com consequente reducdo de O, a H,O (Esposito & Azevedo, 2010).
Os principais produtores dessas enzimas séo fungos da degradacao branca, como os do género
Pleurotus, tanto em cultivos sélidos como submersos (Said & Pietro, 2004). Atualmente, as
principais aplicacfes biotecnoldgicas de lacases sdo nas industrias téxtil e de papel e celulose
(Riva, 2006). Porém, estas enzimas possuem, também, potencial de utilizacdo na
biorremediagéo de solos contaminados e no tratamento de efluentes, uma vez que atuam sobre
a uma ampla gama de substratos e compostos xenobidticos, tais como fendis clorados,
pesticidas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Viswanath et al., 2014).

A ampla aplicacdo de lacases em processos industriais depende de vérios fatores, como
baixo custo de producéo, boa estabilidade quando armazenadas em condi¢des moderadas e
capacidade de exercer sua atividade catalitica em velocidade e condigdes de reacdo adequadas
(Kurniawati & Nicell, 2008). Com isso, 0 uso de enzimas na remogdo e na transformacéo de
compostos tdxicos requer o desenvolvimento de metodologias que mantenham a enzima
estavel no sistema, além de permitir sua reutilizagéo (Said & Pietro, 2004).

Carvdo ativado é produzido a partir de materiais como madeira e alguns subprodutos
agricolas (Kareem et al., 2011). Sua elevada capacidade de adsorcao se deve a sua ampla area
superficial, a estrutura dos poros e as propriedades quimicas, podendo adsorver compostos que
conferem cor e odor, aléem de cloro e compostos organicos em geral (Suresh et al., 2012). A
utilizacdo de carvao ativado na purificagdo de enzimas microbianas apresenta vantagens sobre
as técnicas convencionais (como precipitacdo salina, por solventes ou filtragdo em gel), tais
como baixo custo, facil separacdo do sobrenadante e elevado percentual de purificacdo, além
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de ser um processo rapido, tornando-o uma alternativa promissora para estes processos
(Kareem et al., 2011). Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de
diferentes concentragdes de carvao ativado sobre a atividade de lacases e a descoloracdo de um
extrato enzimatico bruto de Pleurotus sajor-caju PS-2001 produzido em cultivo submerso.

MATERIAL E METODOS

Linhagem e obtencdo do extrato enzimatico — Foi utilizada a linhagem de Pleurotus
sajor-caju PS-2001 para a producéo de lacases em biorreator com agitacdo mecanica. O caldo
foi produzido, filtrado para a separagdo do micélio, congelado e, posteriormente, descongelado
para a realizacdo dos testes com carvao ativado (Bettin et al., 2009; Bettin et al., 2011).

Tratamentos com carvao ativado — Foi utilizado carvdo ativado em pé (ECIBRA,
Brasil) nas concentragdes de 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 g.L™. Frascos Becker
de 250 mL contendo 100 mL de caldo enzimatico, aos quais foram acrescidas as diferentes
concentracfes de carvdo, foram mantidos sob agitacdo magnética em temperatura ambiente
(£25°C) e amostras de 10 mL foram coletadas aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Apds, as
amostras foram filtradas em papel filtro, centrifugadas a 10.000 rpm para a separacdo do
sobrenadante e a realizacdo dos procedimentos analiticos.

Determinacéo da atividade de lacases e de proteinas solGveis totais — Lacases foram
quantificadas pela oxidacdo do substrato ABTS em tampéo acetato de sodio pH 5,0 por 90
segundos a 25°C, em 420 nm (Wolfenden & Willson, 1982). Proteinas sollveis totais foram
mensuradas pelo método de Bradford (1976), utilizando uma curva padrdo de albumina bovina,
submetida as mesmas condi¢des das amostras, em 595 nm.

Espectrofotometria de varredura do caldo enzimatico e quantificacdo de turbidez —
A absorbéncia do caldo enzimatico bruto (475 nm) foi determinada através da obtencéo do pico
maximo de absorbancia, observado no espectro de luz visivel (de 350 a 750 nm), em
espectrofotdbmetro Molecular Devices - SpectraMax 190. A turbidez do extrato bruto foi
quantificada em um turbidimetro Digimed DM-TU, utilizando-se 6 mL de amostra diluida em
6 mL de agua destilada, em temperatura ambiente (+25°C).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia da utilizacdo de diferentes concentracdes de
carvdo ativado, adicionado ao extrato enzimatico bruto, sobre a atividade de lacases de P.
sajor-caju PS-2001 e a remocéo de cor deste extrato. Na Figura 1, séo apresentados os dados
referentes a atividade de lacases, a concentracéo de proteinas solUveis totais e a variacdo do pH
durante os tratamentos com carvdo ativado. Foi observado um acréscimo na atividade de
lacases (Figura 1A), para todas as concentracdes testadas, sendo que, na presenca de 50 g.L™
de carvio, foi observado o maior aumento de atividade, passando de cerca de 26 U.mL™ para
aproximadamente 53 U.mL™ ap6s 120 minutos de reacdo. A concentracdo de 50 g.L™ também
apresentou queda consideravel nos niveis de proteinas sollveis totais (Figura 1B), assim como
as concentracdes de 90 e 100 g.L™, sugerindo que a adsorcdo de proteinas possa ter favorecido
0 aumento da atividade enzimatica, possivelmente por causarem interferéncia negativa na agdo
catalitica das lacases presentes no extrato. Com relacdo a variacdo do pH (Figura 1C), €
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possivel observar que, com 0 aumento da concentracéo de carvao ativado, ocorreu um aumento
nos valores de pH, variando entre 6,6 e 7,5.

Os resultados estdo de acordo com os obtidos por Kareem et al. (2011), que observaram
aumento na atividade especifica de glicoamilase com o respectivo aumento da concentracao de
carvao até 3% (m/v), diminuindo em concentracbes maiores do composto, observando,
também, que o aumento da temperatura do processo proporcionou incremento da capacidade
de adsorcdo de proteinas pelo carvdo ativado. Ja Poletto et al. (2015) observaram que a
utilizagdo de carvao ativado em extratos brutos provenientes de Aspergillus niger promoveu
uma diminuicdo na concentracao de proteinas solUveis totais, porém, sem efeito representativo
sobre a atividade de pectinases totais presentes no extrato obtido em cultivo solido.
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Figura 1. Atividade de lacases (A), concentracdo de proteinas sollveis totais (B) e variacdo do pH (C) em fun¢do
do tempo durante tratamentos com carvao ativado de um extrato enzimatico bruto produzido por Pleurotus sajor-
caju PS-2001 em processo submerso. (m) 2 g.L™, (a)5g.L™" (v) 10 g.L™", ()20 gL, () 30 gL, (1) 40 g.L Y,
(A)50g.L?, (v) 60 g.L? (0) 70 g.L™, (0) 80 g.L™, (x) 90 g.L™ e (1) 100 g.L™* de carvéo ativado.

Na Figura 2, sdo apresentados os dados obtidos quanto a descoloracdo do extrato
enzimatico e a turbidez. As maiores quedas nos niveis de absorbancia (Figura 2A) foram
observadas na presenca de 50 e 80 g.L™ de carvdo ativado, ambos com cerca de 32% de
remocao de cor. Poletto et al. (2015) relataram que ocorreu diminuigdo na absorbéncia do
extrato enzimético bruto de A. niger pela adigdo de carvdo ativado, enquanto Kareem et al.
(2011) observaram que o aumento da temperatura também afeta positivamente o processo de
descoloracdo por carvdo, sendo a temperatura um parametro ndo avaliado no presente trabalho.
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Figura 2. Absorbancia (A) e turbidez (B) em fun¢do do tempo durante tratamentos com carvao ativado de um
extrato enzimatico bruto produzido por Pleurotus sajor-caju PS-2001 em processo submerso. (m) 2 gL, (a) 5
gLt (v)10g.L™ (#)20 gL, ()30 g L™ (o) 40 gL, (A) 50 g.L™, (v) 60 g.L™, (0) 70 g.L™, (0) 80 g.L™, (X)
90 g.L™ e (1) 100 g.L™* de carvéo ativado.
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Em relacdo & turbidez (Figura 2B), concentracBes de carvdo superiores a 70 g.L*
proporcionaram aumento na turbidez das amostras em determinados tempos avaliados; ainda,
com 2 gL de carvdo, atingiram-se 228 NTU (Nephelometric Turbidity Unit - unidade
nefelométrica de turbidez) ap6s 15 minutos de reacdo. Para as demais concentragdes testadas,
foi observada uma leve queda na turbidez, ndo havendo uma diferenca relevante entre os
diferentes tratamentos, que permaneceram em torno de 65 NTU ao longo do periodo de tempo
avaliado, resultando em reducdo de aproximadamente 22% na turbidez. Estes resultados foram
inferiores aos observados por Kareem et al. (2011), que observaram reducdo de cerca de 90%
da turbidez de amostras contendo glicoamilase apés adic¢éo de 3% (m/v) de carvao ativado.

CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento do extrato enzimatico
bruto de P. sajor-caju PS-2001 com diferentes concentracdes de carvdo ativado incrementa 0s
niveis de lacases, possivelmente devido a adsorcdo de compostos inibitorios da atividade
catalitica, bem como para a remocéo da cor e da turbidez do caldo. Estes resultados apontam a
utilizacdo de carvao ativado como uma alternativa viavel e de baixo custo para o pré-
tratamento enzimatico, visando a implementacdo de uma tecnologia de concentracdo de
lacases, para aplicacéo em diferentes segmentos industriais.
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