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Resumo:

Lacases sao polifenoloxidases encontradas em animais, vegetais e fungos.
Nos fungos da podriddo branca fazem parte do sistema enzimatico que
degrada a lignina da parede celular de vegetais. A lacase também atua em
diferentes tipos de estrutura e pode ser utilizada para diferentes propdsitos:
clareamento de sucos e vinhos, descoloracdo de efluentes téxteis,
biorremediacao de pesticidas, hormonios e farmacos. Varios sédo os fatores
gque desencorajam o0 uso de lacases soluveis na biodegradagdo de
compostos xenobidticos em solugbes aquosas para aplicagdo em grande
escala, porém foi demonstrado que a imobilizacdo da enzima para este fim
pode ser de grande utilidade para processos de biorremediacdo. Trametes
sp. C3 é um isolado de crescimento rapido que ja foi testado em nosso
laboratorio para a producdo e degradacdo do farmaco Paracetamol. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a producédo de lacase em meio solido,
testar a imobilizacdo da lacase utilizando a técnica de reticulacdo (CLEA) e
verificar a agéo da lacase imobilizada em uma solugéo de paracetamol.

Introducéo

Lacases sao polifenoloxidases cuja atividade estad relacionada a varios
mecanismos nos organismos que as produzem. Nos fungos da podridéao
branca aparecem, principalmente, ligadas ao sistema enzimatico que
degrada a lignina da parede celular de vegetais. Por fazer parte de um
sistema enzimatico de acéo inespecifica, a lacase atua em diferentes tipos
de estrutura e pode ser utilizada para diferentes propésitos: clareamento de
sucos e vinhos, descoloracdo de efluentes téxteis, biorremediacdo de
pesticidas, hormonios e farmacos (ARAUJO et. al, 2017). As lacases s&o
enzimas capazes de oxidar um amplo espectro de substratos: orto- e para-
difendis, polifendis, aminofendis e aromaticos ou aminas alifaticas. Varios
sdo os exemplares de Basidiomicetes que produzem a lacase e entre eles
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os do género Trametes se destaca. Recentemente trabalhos em nosso
laboratério mostraram que um isolado de Trametes sp. produz grandes
guantidades de lacase em meio liquido. Sua lacase foi capaz de degradar o
farmaco paracetamol in vivo em in vitro. Varios sdo os fatores que
desencorajam o uso de lacases solluveis na biodegradacdo de compostos
xenobidticos em solu¢cdes aquosas para aplicacdo em grande escala e foi
demonstrado que a imobilizacdo da enzima para este fim pode ser de
grande utilidade para processos de biorremediagdo com menor custo
(BRUGNARI et. al, 2018). Diferentes técnicas sdo empregadas para a
imobilizacdo de enzimas. A “auto-imobilizacdo” é uma técnica com poucos
passos que compreende a precipitacdo e agregacao para a formacdo de
CLEAs (“Cross-Linked Enzyme Aggregates”) e que tem sido estudada para
as lacases em processos de biorremediacdo (YANG,2017). Este trabalho
teve como objetivos: avaliar a produgéo de lacase de Trametes sp. C3 em
meio sélido e a imobilizagdo da enzima através da técnica de reticulagéo
usando acetona como agente precipitante e estudar a aplicacdo da enzima
imobilizada na degradacéo do paracetamol.

Materiais e métodos

Fungo: Trametes sp. (C3), da colecdo de culturas do LBM/DBQ/UEM.
Manutenc¢do: o fungo foi mantido em meio so6lido MEA (malt extract agar).
Condicdes de cultivo por FES e obtencéo de extrato bruto da lacase: o fungo
foi cultivado em meio de farelo de trigo (2g) + sabugo de milho (0,59)
umedecido com meio mineral a 85 %. Trés discos de micélio (& 1cm), foram
inoculados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo o meio. Todos os
materiais utilizados foram esterilizados (121 °C e 1 atm) por 20 minutos
antes do uso. Os frascos foram deixados em condi¢cdo estatica, a 28 + 2 °C.
Os cultivos foram interrompidos com 20 mL de agua destilada gelada e
filtrados em gaze.

Atividade enzimética: a atividade de lacase foi medida com ABTS em
tamp&o acetato de sédio 0,05 M (pH 5) a 40 °C (PELAEZ et al., 1995).
Imobilizacdo das lacases por reticulacdo (CLEA): a enzima foi imobilizada de
acordo com Cabana et al. (2007), com algumas modificacdes. O agente
precipitante, acetona, foi usado na propor¢do de 1:3(v/v). O glutaraldeido
25% foi acrescentado como agente de reticulacdo. A solucdo foi
homogeneizada e armazenada a 4 °C por 24 h. ApoOs centrifugacdo os
CLEAs foram lavados com tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 até que
nao se observasse atividade no sobrenadante (3-4 vezes). Os CLEAs
ressuspensos no mesmo tampao, foram armazenados a 4 °C para uso.
Degradacao do paracetamol com a lacase imobilizada (El): uma solucéo de
paracetamol foi preparada para dar a concentragéo final de 100 pg/mL. A
CLEAs foram diluidas adequadamente em tampéo acetato de sédio 50 mM,
pH 5,0 para obter a atividade final de 40U/L. Essa mistura permaneceu
incubada a 40 °C por 90 minutos e depois a lacase foi inativada em banho-
maria fervente por 5 minutos. A mistura foi centrifugada e os espectros de
absorcao obtidos em espectrofotdmetro UV-vis no intervalo de comprimento
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de onda de 200 a 300nm. Controles foram realizados fervendo-se a mistura

no tempo zero. Controle negativo: paracetamol em tampao, fervido e sem
ferver. As avaliagbes foram feitas em duplicata.

Resultados e Discussao

Producdo de lacase: o isolado Trametes sp. C3 ainda nao havia sido
cultivado em fermentacdo em estado sélido (FES) para a producdo de
lacase em nosso laboratorio. O aproveitamento de residuos agroindustriais
para producdo de enzimas por Basidiomicetos é bastante comum uma vez
gue estes fungos utilizam material lignocelulésico como substrato para seu
desenvolvimento. A composi¢ao do meio favoreceu o crescimento. A figura
1A mostra o resultado da producao da enzima lacase nas condi¢des citadas.
A atividade mostrou-se alta desde o 4° dia de cultura ocorrendo uma queda
entre 0 6° e 8° dias com aumento de produgdo no 10° dia. Para a
precipitacdo e imobilizacdo as amostras de maior atividade foram reunidas.
A atividade total foi de 2.377,731 UJ/L.

Imobilizacdo: resultados prévios usando outros agentes precipitantes, etanol,
PEG e sulfato de ambnio (dados ndo mostrados) indicaram que a acetona é
o melhor agente para formar as CLEAs da lacase de Trametes sp. C3. O
rendimento obtido no processo foi de quase 99%.

Acdo da lacase imobilizada (EI) sobre o paracetamol: o FDA sugere a
espectrometria UV no comprimento de onda de 245 nm como referéncia
para quantificacdo do paracetamol (EI-KEMARY et al., 2011). Desta forma o
espectro de varredura foi realizado entre os comprimentos de onda de 200 a
300m. Houve diminuicdo nas absorbancias apos o tempo de incubacéo do
farmaco na presenca da enzima imobilizada (figura 1 B), porém né&o foi
possivel encontrar o pico especifico do paracetamol. Devido ao elevado teor
de compostos linocelulésicos do farelo de trigo, as amostras apresentaram
uma leve coloracdo amarela, mesmo depois de precipitadas e reticuladas. A
centrifugacdo das amostras, ap0s os testes, ndo foi capaz de remover a cor
da mistura e portanto as absorbancias foram mais elevadas. A diminuicdo
nas absorbancias das amostras observadas nos espectros comparadas aos
controles, sugerem a acéo da lacase. Nao houve diferenca nas absorbancias
dos controles negativos (paracetamol em tampéao) fervido e néao fervido.
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Figura 1 — A: producéo de lacase em FES. B: Espectro de absorcdo das amostras de El
apos incubagdo com paracetamol. CEIA/B(duplicatas) — controle. TEIA e TEIB — testes.
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Conclusoes

O dados mostram que o cultivo sélido pode ser utilizado para a producao de
lacase pelo fungo Trametes sp. C3 com bastante eficiéncia. A acetona
proporcionou uma elevada produtividade da enzima imobilizada indicando
gue esta lacase mantém estabilidade frente a precipitacdo e imobilizacdo
com este agente. Embora os espectros de absorcédo tenham indicado uma
acao sobre o paracetamol, outros estudos precisam ser realizados com a
enzima produzida em um meio ausente de cor e também com a enzima livre
para comparacao.
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