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RESUMO

As lacases sdo enzimas produzidas por diversos microrganismos, incluindo plantas
superiores, fungos e bactérias. Possuem muitas aplica¢Bes biotecnoldgicas, portanto, estudos que
avaliem sua estabilidade sdo de grande importancia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
estabilidade da lacase de Ganoderma lucidum livre e ap6s imobilizagdo em suporte ibnico MANAE-
Agarose. Tanto a enzima livre quanto a imobilizada apresentaram atividade 6tima em pH 5,0, mas a
enzima imobilizada foi menos sensivel a alteracGes do pH do meio reacional, apresentando 54% de
atividade em pH 10 contra 6,4% da enzima livre. Com relagdo a termoestabilidade, a enzima
imobilizada apresentou 70% de atividade residual apds 30 min de incubacdo a 55 °C, contra menos
de 20% de atividade residual da enzima livre.
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INTRODUCAO

Lacases (benzenodiol: oxigénio oxirredutase, EC 1.10.3.2) sdo oxidases multi-cobre
produzidas por diversos microrganismos, principalmente pelos fungos da podriddo branca da
madeira (Aghaie-Khouzani et al., 2012). Lacases oxidam diferentes substratos como fenol
clorado, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), benzeno tidis e corantes téxteis,
sendo de grande interesse para a remocao de xenobidticos (Forootanfar et al., 2011, 2012). No
entanto, a maioria das lacases apresentam baixa estabilidade tanto a varia¢es de pH quanto a
variagOes de temperatura, 0 que restringe seu uso em processos industriais (Salis et al., 2009;
Ping et al., 2008). Outra limitagcdo para aplicacdo industrial em larga escala das lacases é seu
alto custo de produgédo (Manavalan et al., 2013). A imobilizacdo de uma enzima pode tanto
melhorar a sua estabilidade quanto permitir o seu reuso, o que, pelo menos em tese, resolve as
duas limitagOes para aplicagdo de lacases em larga escala (Mateo et al., 2007). G. lucidum,
quando cultivado em estado sélido utilizando residuo de laranja (casca e bagago) como
substrato, produz lacase como principal enzima ligninolitica. A principal lacase produzida
nestas condicdes é uma proteina com massa molecular de 43 kDa, que tem demonstrado ser
util em diversos processos de bioremediacdo (Mota et al., 2015). O objetivo deste trabalho foi
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avaliar a estabilidade da lacase de G. lucidum livre e imobilizada no suporte i6nico mono
aminoetil-N-etil-agarose (MANAE-agarose) frente a variagdes de temperatura e pH.

MATERIAL E METODOS

Para a producéo de lacases, G. lucidum foi cultivado por 14 dias a 28 °C no residuo de
laranja (casca e bagaco) a uma umidade inicial de 90%. O extrato enzimatico bruto foi obtido
adicionando-se 20 mL de &gua destilada a cada 5 g de cultura (peso umido), seguido de
agitacdo por 30 min. Restos de micélio e substrato foram removidos por centrifugacdo (12
min a 8000 rpm). Os extratos enzimaticos limpidos foram dialisados contra agua destilada em
saco de dialise com cut-off de 12 kDa, liofilizados e congelados a -20 °C até uso.

A atividade da lacase (EC 1.10.3.2) foi mensurada com 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) em 50 mmol/L de tampé&o acetato de sddio pH 5.0. A
oxidagio do ABTS foi determinada pelo aumento da absorbancia a 420 nm (¢ = 36 mM™*cm™)
(Shin & Lee, 2000). As atividades enzimaticas foram determinadas a 40 °C e expressas em
unidade enzimaética internacional (U).

Para a imobilizacdo da lacase em suporte idnico, primeiramente, mono aminoetil-N-
etil-agarose (MANAE- agarose) foi preparado de acordo com Carvalho et al., (2014). A
imobilizacéo foi realizada na proporcao de 1 g de suporte MANAE, previamente preparado,
para 10 mL de extrato bruto enzimatico (3 mg do extrato liofilizado por mL de tampéo
fosfato de sddio 25 mmol/L pH 7,0). As diferentes suspensdes foram suavemente agitadas em
rolo agitador a 4 °C, durante 24 h. As amostras do sobrenadante e as suspensdes foram
periodicamente retiradas e as atividades enzimaticas foram medidas. Depois disso, 0s
derivados foram lavados cinco vezes com 2 volumes do mesmo tampdo de adsorcgdo e,
finalmente, duas vezes, com 2 volumes de tampéo fosfato de s6dio 25 mmol/L a pH 7,0,
filtrados e mantidos resfriados até 0 momento do uso.

O pH o6timo foi determinado a 40 °C em diferentes faixas de pH (3,0-10,0). A
termoestabilidade das enzimas livre e imobilizada foi avaliada determinando-se atividade
residual apos incubacao das enzimas na auséncia de substrato a temperaturas variando de 30 a
55 °C por 30 min.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 mostra o efeito do pH na atividade das enzimas livre e imobilizada.
Houve reducdo da sensibilidade da enzima ao pH ap6s a imobilizagdo. Em pH 5,0 ambas
enzimas apresentaram atividade 6tima. Entretanto, a enzima livre apresentou somente 6,4%
de atividade no pH 10, enquanto a atividade da enzima imobilizada foi de 54%.
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Figura 1: Efeito do pH na atividade da lacase de Ganoderma lucidum (e) lacase livre; (m) lacase
imobilizada.

A Figura 2 apresenta os valores de atividade residual das enzimas livre e imobilizada
ap6s 30 min de exposicéo a diferentes temperaturas na auséncia do substrato. E bastante clara
a maior termoestabilidade da enzima imobilizada. Apds 30 min a 55 °C, a enzima livre reteve
20% da atividade inicial, enquanto a enzima imobilizada reteve 70% da atividade inicial. O
aumento da estabilidade pode se dar em funcdo da estabilizacdo da estrutura da proteina ou
simplesmente porgque enzimas imobilizadas estdo menos acessiveis a agentes desnaturantes ou
a ataques de microorganismos (Marconi, 1989). Essa estabilidade é regida pelo nimero e a
natureza das ligacdes formadas entre a enzima e o suporte; pelo grau de confinamento da
enzima ao suporte; pelo micro-ambiente formado entre a enzima e o suporte e as condig¢des de
imobilizacéo (Cao, 2005).
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Figura 2: Termoestabilidade da lacase de Ganoderma lucidum. Enzima livre (e) e imobilizada (m)
foram expostas por 30 min as temperaturas indicadas. Em seguida, atividades residuais foram determinadas
conforme descrito em se¢do Material e Métodos.

As diversas aplicagdes tecnoldgicas das lacases tém incentivado trabalhos visando sua
imobilizagdo. Em recente revisdo, lacases de diferentes origens, imobilizadas através de
diversos métodos, tiveram suas propriedades e aplicagbes comparadas e analisadas
(Fernandez-Fernandez et al., 2013).

CONCLUSOES
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Os resultados mostraram que a imobilizacdo da lacase de G. lucidum em suporte
MANAE-agarose tornou a enzima mais resistente tanto a temperatura quanto a faixas de pH
alcalinos, abrindo possibilidades de se estender sua aplicagio em processos de
biorremediagéo.
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