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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de lacase por Ganoderma
lucidum usando residuos agroindustriais e a eficiéncia da enzima imobilizada na
descoloracao do corante RBB-R. A atividade enzimatica foi quantificada com ABTS
e os extratos brutos foram precipitados com (NH[1)[1SO(], acetona, etanol e PEG
4000, seguidos de reticulacdo com glutaraldeido para formar CLEAs. A
descoloracao do RBBR (100 ppm, pH 4,0) foi avaliada espectrofotometricamente
(400-800 nm) ap6s 24 h. Elevada quantidade de lacase foi produzida em meio
sélido composto apenas por farelo de trigo (1.487,4 U/L). A precipitacdo com
(NH)1SOLI resultou em maior atividade (2.575,2 U/L). Na descoloracao, apenas o
extrato bruto foi eficaz, indicando dependéncia de cofatores e mediadores, ions
metalicos ou sinergia com outras enzimas nao precipitadas nas condicdes avaliadas.

INTRODUCAO

Os métodos convencionais empregados em Estacées de Tratamento de
Esgoto (ETE) mostram-se ineficazes na remocao de micropoluentes, o que resulta
na contaminagdo de recursos hidricos. Nesse contexto, os fungos do filo
Basidiomycota ganham destaque por produzirem enzimas lignoceluloliticas, como a
lacase e a manganés peroxidase, capazes de degradar poluentes e corantes como o
corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (Alves, 2017; Moda, 2003). A aplicagédo de
enzimas livres na biotecnologia enfrenta obstaculos, como a dificuldade de
recuperacao e reuso e a baixa estabilidade operacional. Uma alternativa promissora
€ a técnica de agregados enzimaticos cruzados (CLEAs), que dispensa suportes
sOlidos. Esse método consiste na precipitacdo enzimatica, utilizando sais ou
solventes organicos, seguida da reticulagdo com glutaraldeido, conferindo maior
estabilidade e atividade a enzima. A precipitacdo de proteinas € um processo de
purificagdo proteica que utiliza como primeira etapa de concentragdo e eliminacao
de proteinas indesejaveis. Sais e solventes organicos sao precipitantes, como
sulfato de aménio, alcoois e acetona. Os agentes ativantes (reticuladores), como o
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glutaraldeido, & o mais utilizado para a reticulacdo. Esta abordagem utiliza enzimas
parcialmente purificadas para descolorir o RBBR, tratando efluentes téxteis. O
objetivo deste trabalho foi selecionar fungo(s) do filo Basidiomycota, para producao
de enzima lacase e testar diferentes agentes precipitantes para imobilizar a enzima,
por meio da reticulagdo com glutaraldeido e avaliar o potencial em descolorir o
RBBR.

MATERIAIS E METODOS

Dez basidiomicetos da colecao de culturas do Laboratério de Biogquimica de
Microrganismos e Alimentos (LBM-DBQ/UEM) - Pleurotus albidus, Plerotus
ostreatus, Ganoderma lucidum, Lentinula boryana, Xylaria globosa, Phellinus linteus,
Amylosporus campbelli e trés isolados deTrametes sp. (CM, U15, A6) foram
reativados em Agar Rosa de Bengala e Agar Extrato de Malte (MEA) a 28 + 2°C por
7—-14 dias. Os isolados ndo contaminados foram transferidos para meio de bagaco
de cana e agar, contendo 0,1% de guaiacol. Os cultivos para producao de lacase
foram realizados em cinco meios a base de residuos: 1) (EFT) - extrato de farelo de
trigo 12%; 2) (EFA) - extrato de farelo de aveia 12%; 3) (FABP) - farelo de aveia (2 g)
+ bagaco de cana (4 g) + casca de pupunha (29); 4) (FTBP) - farelo de trigo (2 g) +
bagaco de cana (4 g) + casca de pupunha (2 g); 5) (FT) - farelo de trigo (8 g). Os
meios sélidos foram umedecidos (80%) com meio mineral. Apds autoclavagem,
todos os meios foram inoculados com trés discos de micélio e incubados em estufa
a 28 = 2°C, por 7 dias. Os meios soélidos foram homogeneizados com agua destilada
gelada, filtrados e centrifugados (5000 rpm, 4°C, 10 min). Meios liquidos foram
filtrados em papel filtro e a vacuo. A atividade da lacase foi quantificada
espectrofotometricamente (420 nm) usando ABTS como substrato em tampao
acetato de sodio (pH 4,0, 50 mM, 40°C), ap6s 5 min de reacdo. Os extratos brutos
foram submetidos a precipitacdo usando (NH[)[1SO[ (75%, m/v), etanol (1:3,v/v)
acetona (1:2,v/v) e PEG 4000 (5 g, p/v), os precipitados foram reticulados com
glutaraldeido (500 pL, 150 mM) e os CLEAs foram lavados com o tampao da
enzima. Com o RBBR a 100 ppm, tampéao acetato pH 4,0 e aproximadamente 550
U/L de enzima imobilizada, livre e extrato bruto, obtida do cultivo de FT e da
precipitacdo com (NH,),SOIl1 (75%), foi realizada a descoloragdo do corante. Para a
enzima livre, apOs precipitagdo, o material foi dialisado por 24 horas, sob
refrigeracdo. Para os controles, a enzima foi inativada por fervura. As amostras
foram incubadas sob agitacdo (28°C, 80 rpm, 24h) e a descoloracao foi monitorada
por espectrofotometria (400-800 nm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O guaiacol é um substrato cromogénico eficaz para detecgcédo da atividade de
fenol oxidases, entre elas, a lacase. A reacao forma um halo de coloracdo marrom
avermelhado sob e ao redor da colénia do fungo em meios suplementados (D’'Souza
et al., 2006). Este método foi utilizado para identificacdo de lacases em sete
isolados, (Tabela 1).
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Tabela 1: Selecao de produtores de fenol oxidases em meio contendo guaiacol.

Numero Basidiomicetos isolados Halo de oxidacao (cm)
1 Ganoderma lucidum 2,20+0,050
2 Phellinus linteus 1,620,080
3 Pleurotus albidus 2,130,056
4 Pleurotus ostreatus 1,80+0,090
5 Trametes sp. A6 1,40+0,300
6 Trametes sp. CM 1,78+0,070
7 Trametes sp. U15 1,83+0,130

Valores representados como média + desvio padrao dos halos de oxidagao dos basidiomicetos

G. lucidum foi escolhido para obtencao de lacase. O fungo produziu mais
lacase (3.181,93+1204,16 U/L) no cultivo sélido FABP, comparado ao FTBP (1.882
U/L+578,95). Meios liquidos de aveia e trigo tiveram producao abaixo de 100U/mL
(dados ndo mostrados). A maior producao da enzima nos meios sélidos pode ter
sido devido a semelhanca do substrato com o ambiente natural dos fungos,
favorecendo o crescimento microbiano, ja que ocorre a liberacdo gradual de
nutrientes e melhor difusdo de O[] (Pandey, 2003). Ao meio de FABP foram
adicionados agentes precipitantes. A precipitacao do extrato bruto com (NH[1)[1SOL]
75%, mostrou maior atividade (1.287,74 U/L), enquanto solventes organicos
(acetona: 972,458 U/L; etanol: 732,703 U/L), foram menos eficientes devido a
formacao de um gel de polissacarideos da aveia e da pupunha, que precipitaram. A
substituicdo do meio de cultura para a producao da lacase por farelo de trigo sozinho
(FT), favoreceu a producao da enzima e eliminou interferentes da aveia. A atividade
média da lacase nos cultivos foi de 1.487,40 + 61,07 U/L. A Figura 1A, mostra as
atividades recuperadas dos processos de precipitacdo e imobilizacdo. A
descoloracao do corante RBBR foi observada com o uso do extrato bruto (Figura
1B). Enzima livre e enzima imobilizada ndo mostraram efeito sobre o grupo
cromoforo do corante. Provavelmente o processo de precipitacao e didlise removeu
componentes importantes, como enzimas auxiliares e mediadores fendlicos
respectivamente. Ha evidéncias de que o RBBR néo pode ser descolorido sem
mediadores apenas por lacases fungicas puras (Qin et al., 2019).

A B

3000+ 0.4
— [ Sulfato aménio — Extrato Bruto

S 25004 0 PEG 4000 Enzima inativa
g 20004 3 Acetona
[ Etanol

o

]

S 10001

o .1 — Exrato Bruto
é 500 Enzima ativa

500 600 700 800
A (nm)

La

-

o

[=]

o

Absorbancia

o o
L L

o
o

=3
(=4
=3

8
S

Agentes precipitantes

AUEM% @CNP d  sraucsria




34° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica i 12 e 13 de novembro de 2025
14° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

Figura 1 — Atividade da lacase apés precipitacdo com diferentes agentes (A) e descoloragao do
corante RBBR pelo extrato bruto contendo lacase de G. lucidum (B)

CONCLUSOES

Ganoderma lucidum destacou-se como melhor produtor de lacase entre os
basidiomicetos testados tendo étima produtividade da lacase em meio sélido, porém,
0 meio contendo aveia e casca de pupunha nao proporcionou boa recuperacdo em
solventes organicos devido a precipitacdo de polissacarideos. A lacase produzida
em meio composto por farelo de trigo teve maior atividade e rendimento. Na
descoloracdo do RBBR o extrato bruto de farelo de trigo descoloriu melhor o corante
que a enzima livre e a enzima imobilizada. Conclui-se que a elaboracao de sistemas
contendo mediadores sao necessarios para demonstrar o potencial das enzimas
imobilizadas na biorremediacédo de corantes.
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