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(57) Resumo: âPROCESSO DE OBTENÃ
ÃO DA ENZIMA LACASE POR FUNGO
MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA
MESMAâ A presente invenÃ§Ã£o estÃ¡
relacionada com a otimizaÃ§Ã£o das
condiÃ§Ãµes de cultivo para produÃ§Ã£o de
lacase por um fungo derivado de ambiente
marinho. Tais condiÃ§Ãµes permitiram a
obtenÃ§Ã£o de quantidades significativas de
lacase apÃ³s a purificaÃ§Ã£o (1.300 U/L) com
atividade enzimÃ¡tica Ã³tima em pH 3,0 e 60
ÂºC e com peso molecular na faixa de 60 a 70
KDa. Nas condiÃ§Ãµes de cultivo otimizadas a
enzima apresentou eficiente estabilidade frente a
diferentes valores de pH e temperatura, com
manutenÃ§Ã£o de 100% da estabilidade
tÃ©rmica apÃ³s 1 h mesmo em temperatura de
62 ÂºC, e da estabilidade frente a diferentes pHs
apÃ³s 48 h, alÃ©m da resistÃªncia a Ãons
metÃ¡licos.
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"PROCESSO DE DA ENZIMA LACASE POR FUNGO 

MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA :MESMA" 

[ 1 J A presente i se insere no campo de 

5 apli da ca, ia, Microbiol a, 

Biotecnol a e, mais especificamente, nas áreas de 

de poluentes; nas i strias alimentícia, de 

po e papel e têxtil; e, apli s farmacêuticas e 

co ticas, uma vez que se refere a um processo de 

10 otimizado da enz lacase, produzida pelo marinho 

Peni ora sp. CBMAI 1063. 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

[2] Os s filamentosos res de enz s 

li íticas são fontes potenciais de recursos i c os 

15 para l em processos de o a de rsos 

20 

25 

30 

poluentes ambientais, incluindo os efluentes de i strias 

têxteis. Esses efluentes al de alto teores de corantes 

contêm valores extremos de e sais, os quais 

variar de 20 a 80%, representando um dos princ is 

emas durante sua por microorganismos. Neste 

contexto, os 

considerados 

s derivados de ambiente marinho ser 

às est i c os 

condi s de salinidade. 

[3] o oceano cobre 

terrestre e é considerado 

por estarem 

mais de 70% 

como um 

s 

da superfície 

reserva rio de 

recursos natu s. No entanto, a são da bi rs 

marinha, em 

conhecida. 

ecossistemas 

t cais. 

especial 

Est se 

marinhos 

dos 

que 

é 

microrganismos, 

a rsidade 

maior do que 

quase 

biol 

não é 

ca dos 

nas florestas 
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[ 4 J Invertebrados marinhos, p lmente esponjas, 

representam uma rtante fonte de s naturais 

ialmente a ti vos e biol camente funcionais. Mui tos 

desses compostos apresentam atividade 

antiviral 

c i 

ou 

i c a, 

anti-antibacteriana, anti ca, 

infl ria. 

[5] rios estudos têm relatado a descoberta de novos 

compostos bioativos de organismos marinhos, concentrando-se 

princ na ca de metaboli tos se i os, que 

incluem agora s de 15.000 compostos bioat s 

estruturalmente rsos isolados durante os últ s 30 

anos. O metabolismo se 

marinha começou a ser 

rio de microorganismos de or 

sti muito mais recentemente. 

No entanto, as assoei s ecol cas que ocorrem entre os 

15 microrganismos e os substratos marinhos sido amente 

20 

25 

igenciadas. 

o 

[ 6 J o basi omiceto de ente mar é capaz 

de zir enzimas ligninolíticas em condi s salinas, 

princ lmente a enzima lacase, 

e efluente têxteis e de 

capaz de descolorir corante 

r hidrocarbonetos 

policíclicos icos. 

[ 7 J 

isolado 

O basidiomiceto Peni 

da e a marinha 

ora sp. l 205 foi 

viridis e 

camente identificado na Divisão de Recursos de 

ímicas, Biol 

Estadual de 

do Centro Pluri se linar 

cas e ícolas (C da 

inas UNICAMP. Inicialmente, a 

de 

Un 

Pesquisas 

rsidade 

i fi 

foi realizada por meio do sequenciamento da ão D1/D2 do 

30 gene 28S go 205), e, em seguida, a identifi do 
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foi confirmada utilizando a ão ITS e Dl/D2. 

[ 8 J o isolado encontra-se sitado na Cole 

Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e I stria 

(CBMAI) do c UNICAMP sob o acrônimo CBMAI 1063 e uma 

ia do mesmo encontra-se preservada na cole de 

culturas do Instituto de Biociências de Rio Claro, 

intitulada Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-

UNESP) . 

A en la case 

[ 9] La cases são dases que catalisam a de 

uma variedade de hidrocarbonetos 

con 

enz 

tante 

s são 

de io a 

ticos doadores, com a 

Em geral, essas 

ricas ou, raramente, icoproteínas homo 

e h e te ricas ou homotet ricas. Sua at 

ro íons cobre str ídos por t s sítios 

de liga altamente conservados. 

[10] Al disso, elas são capazes de 

compostos não licos na presença de compostos mediadores 

tais como 2,2'azinobis-(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato) 

(ABTS) e 1 zotriazol (HBT) ou met li tos c os 

presentes naturalmente em solos incluindo ido 3-

hidroxiantranílico (3HAA) Assim, essas enzimas têm a 

especificidade de substrato e são capazes de oxidar uma 

gama de compostos xenobi icos. 

[ 11 J São umas das mais 

s e tem um 

setor ambienta 

industrial incluindo as l 

combust is, al s, 

rtantes enzimas 1 

potencial em apl 

ina

s no 

de poluentes) e no setor 

strias de produtos químicos, 

cola, papel, il e de 

co icos, como ser visto na Tabela 1. 
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Tabela 1. biotecnol cas das lacases 

Indústria Indústria de Indústria 

Têxtil 

Remoção de De 

Fenóis de da 

Alimentos e 

Bebidas; Des 

imezação 

de 

Corantes 

fi cação 

de Polimeros; 

componentes 

xenobióticos Agentes 

de 

da na Farmacêuticos; 

Diminuição Madeira; 

de Turbidez Biosensores; 

Bio-

Novos Produtos 

Sintét cos. 

[ 12 J sar de muitos estudos de atividade de 1acase 

terem sido realizados, o seu papel biol 

ainda é incerto. Os rel rios indicam sua 

crescimento celular, no controle de 

co nos 

i c 

fatores 

icidade e pi de esporos, esporula 

da 1 ina, entre outras s. 

s 

no 

de 

e a 

[ 13 J La cases cas têm sido relatadas em diferentes 

grupos, princ lmente no filo Basidiomycota, entre as 

quais se luem o grupo ecol co de s iló s 

brancos (whi te rot WRF) . Estes WRF são capazes de 

r e mineralizar a lignina por via ae 

entanto, 

lacase por 

pouca info spon 

s de origem marinha. 

1 sobre a 

ia. No 

de 

[ 14 J Desde que s de amb s marinhos se 
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a salinidade, é raz l supor que os met 

ativos diferem das 

li tos 

se os biol camente suas 

res terres res. Existem lacases zidas por 

do ro Peni 

processo produtivo é 

ainda caracterizadas 

qu cas. A enzima do 

1063 é zida em 

salina. 

[15] No entanto, 

recentemente atra a 

novas atividades enz 

Neste contexto, o 

de origem 

diferente e 

às 

terrestre. Entretanto o 

essas enzimas não foram 

propriedades físico-

marinho Peni sp. CBMAI 

idade s ificativa em condi 

este grupo de microorganismos apenas 

como uma fonte ial de 

icas e processos de bi 

estudo de enz s extracelulares 

zidas por microorganismos de origem mar 

interesse em otecnol a aplicada. 

é de alto 

[16] Fatores 

ratura, aera 

taxa de carbono/ni t 

como 

o 

período 

a adi 

de 

de indutor e a 

influenciar na at 

da lacase. Estudos mostraram que a composi do meio de 

ia direta cultura e do todo de incuba tem uma inf 

sobre a expressão ica e resulta em diferentes isoformas 

do gene da lacase. Recentemente, o desenvolvimento de 

s moleculares tem permitido o estudo de s da 

lacas e ca e das isoformas do gene da lacase. 

ESTADO DA ICA 

[ 17 J 

ne 

Potential 

O artigo "The 

ved Ba 

in the Bi 

Produc on of Li 

omycetes and 

da ti on o f Recal 

c Enzymes 

r Biotechnol cal 

trant Pollutants 

and the Treatment of Textile Effluents" descreve a p 

de enz s ligninolíticas sob s salina e não sal 
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e descolo de corante Remazo1 Bri ant Blue R (RBBR) 

ir de esponjas por três bas diomicetos recuperados a 

marinhas, luindo o Peni ora sp. 1 205. 

Contudo neste trabalho a atividade da enzima 1acase não foi 

estudada profundamente visto que o etivo do estudo era a 

avalia da do corante RBBR e um efluente 

têxtil. A atividade de lacase foi apenas detectada durante 

o processo de descolo do corante. 

[ 18 J O art go "Laccase ac v~ and puta ve laccase 

ved ba omycetes" avalia genes de genes in marine 

lacase de t s basi cetos de origem marinha, entre eles 

do Peni ora sp. 205 e as suas respect 

atividades. Neste trabalho o cial de p 

enz lacase foi identificado usando s de cult 

s 

da 

15 disponíveis na literatura. Não houve neste estudo nenhum 

20 

25 

30 

desenvolvimento de uma de cult específica para 

a de lacas e pelo em questão. A aval i da 

de lacase bem como a otimiza do processo 

ivo foi minuciosamente desenvolvido na presente 

i Cabe ressaltar que o etivo princ 1 do 

trabalho acima citado foi conhecer o cial de p 

da enzima lacase por basidiomicetos de origem marinha sem 

nenhuma info mais detalhada sobre a p 

as características da enzima produzida. 

etivo e vanta 

[ 19 J o et 

da enz 

cult 

[20] A otimiz 

s da inven o 

da presente 

lacase por marinho 

da enz 

e sobre 

é otimizar a 

s de 

lacase pelo 

Peni ora sp. 

da 

CBMAI 1063 por meio de desenho 
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experimental permitiu um aumento da atividade enz ica de 

430 vezes .300 U/L). A lacase produzida, 

is de purificada (18 U), foi capaz de descolorir 70 % 

do corante Preto Reativo 5 (200 mg/L) sem adi de 

mediadores 

descolora 

s 5 h, confirmando o seu 

de corantes e efluentes têxteis. 

cial para 

[21] Enzimas zidas por micro-organismos de 

ambiente marinho têm sido relatadas como mais eficientes do 

que as zidas por micro-organismos terrestres, 

nc lmente para ção de corantes e efluentes 

is em s extremas de e ratura. As 

lacases possuem um amplo espectro de apli ser 

is 

e 

utilizadas nas l strias de al os (remo de 

de al s e bebidas; 

papel (da lignina; desl 

bio 

corantes e 

da po 

e luentes), 

de 

de turbidez), de po 

i fi da po na madeira; 

kraft), têxtil de 

em processos de bi 

s icos) , bem como nos 

setores icos, de co icos e em nanotecno as 

pol ros; s farmacêuticos; biosensores; 

novos s s ticos) 

BREVE DESCRI 

[22] es relacionada com a 

otimiz 

A presente 

das condi s de cultivo para de lacase 

por um derivado de ente mar s s 

permitiram a idades significat s de 

laca se s a purifi (1.300 U/L) com atividade 

enz ica em 3,0 e 60 o c e com peso molecular na 

f a de 60 a 70 KDa. Nas s de cult otimizadas a 

enz apresentou eficiente estabilidade frente a 
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e 

rmica 

ratura, com 

s 1 h mesmo em 

de 62 °C, e da estabilidade frente a diferentes 

h, al da resistência a íons metálicos. 

s 

de 

ratura 

s 48 

5 BREVE DESCRI 

10 

[23] A Figura 1 representa graficamente a est a 

do anejamento experimental que permitiu o aumento de 430 

vezes da atividade da lacase zida pelo 

ora sp. CBMAI 1063. 

[24] A figura 2 representa graficamente a superfície 

de resposta para a atividade de lacase pelo 

da vari l 1 Extrato Peni ora sp. CBMAI 1063 em 

de levedura e da vari l 2 de acordo com o DCCR. 

[25] A figura 3 representa graficamente a ci tica da 

15 atividade de lacase produzida pe o Peni ora sp. 

CBMAI 1063 nas s validadas de otimiz 

[26] A figura 4 representa graficamente a influência 

do na atividade da acase zida pelo 

Peni ora sp. CBMAI 1063 e estabilidade aos diferentes 

2 O s 4 8 h de a 4 o C . 

[27] A figura 5 representa graficamente a influência 

da ratura na atividade da lacase produzida pelo 

Peni ora sp. CBMAI 1063 e estabilidade rmica s 1 h. 

[28] A f ra 6 representa graficamente o efeito de 

25 íons icos na at da lacase zida pelo 

ora sp. CBMAI 1063. 

DESCRI DETALHADA DA 

[ 2 9] Para alcançar a 

a inf cia de 

30 foi avaliada por 

otimiz 

ferentes 

meio 

do processo de 

fatores no processo 

da apli de 3 
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anej amentos expe ais, 2 do t Plackett e Burman 

(P&B) e 1 de ineamento composto central rotacional 

[ 30 J Inicialmente na metodol a do planejamento 

experimental como se conhecia pouco do processo, utilizou-

se da est a de triagem das condi s de cultivo 

at s da cnica conhecida como Plackett e Burman (P&B), 

que promoveu a sele de vari is com foco na redu do 

ro de ensaio. As vari is avaliadas no 1° P&B foram as 

concentra s de: l culo do icose, malte, extrato 

de evedura, farelo de trigo, e a da 

salinidade e do No 2° P&B algumas das vari is foram 

novamente estudas, entretanto em uma nova faixa, juntamente 

com novas 3 vari is: biotina, r fl e ido 

co. Nesta triagem os efeitos princ is de acordo 

com um modelo linear e as vari 

processo foram avaliadas. 

is que influenciaram no 

[ 31 J Na s fase, a mais bem 

usada para ise e otimiz das vari 

o delineamento central processo, 

(DCCR) , possibilitou a 

composto 

aval i dos 

concentra do extrato de levedura e 

s sobre a 

da técnica 

is de um 

rotacional 

efeitos da 

do Cu 

ão da individualmente e de suas inte 

enzima, uma vez que estas vari is foram identificadas no 

P&B como altamente significativas para o processo. Ao 

final, a metodol a de superfície de resposta ser 

para de um modelo rico e dedu das 

s otimizadas. Esta metodologia foi de 

c ia para os resultados obtidos e permit um 

aumento de aprox 430 vezes ou 1.300 L de lacase 

em r o bateladas de estudo, inclu a valida que 
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[32] o fico de contorno e superf cie de resposta, 

gerado a ir do modelo ico obtido s a 

2) , demonstra que as vari is estão na do DCCR (f 

região de otimiz , uma vez que o raio de maior atividade 

es completamente dentro da superfície de resposta. De 

acordo com o fico as faixas de valores que resultam na 

melhor atividade enz ica são: 1,12 a 2,74 L de extrato 

de levedura e 2 a 4,92 mM de 

[33] A fim de verificar a a de do modelo 

ma ico obt (DCCR), bem como validar a otimiza a 

s atividade da lacase foi testada utilizando as 

otimizadas para o cult do as quais estão sendo 

propostas para o desenvo o da (tabela 2) • 

Tabela 2. finais do o de cul v o 

otimizado para da enzima laca se o fungo 

vado marinho Peni r a sp. CBMAI 1063 50 

··,;- rnn,....,.ntração !/< .ção 

Glicose 2 f 4 g/ 

Peptona 2 f 4 g 

Extrato de Malte 1 f 36 g/ 

Água do mar artificial (ASW) 32f (mL) 

Biotina Of01 

Riboflavina OfOl % 

g: 'r .íiimi ,....,... Of20 % 

Extrato de levedura 2 g/ 

CuS04 mM 

pH 8 

Inóculo 6 cilindro * 
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*Cilindros de 5 mm de di tro da margem das col ias do 

crescido em r mate 2% (MA2) por 7 dias 

[34] A valida foi altamente s ificativa e no 

mesmo de i se obtiveram mais de 1.000 U/L ou 

5 10 u de lacase, ou seja, um aumento em rel ao DCCR 

devido à significância e à otimiz do modelo ico. 

A de val foi utilizada na avalia da 

c tica enz ica, que resultou novamente em um aumento 

da atividade em rela 

10 (figura 3) . 

ao melhor de l 

15 

o 

25 

Cara c c as da laca se produzida pelo fungo 

ophora sp. CBMAI 1063 

[ 35] A lacas e z pelo 

sp. CBMAI 1063 foi purificada e 

de Bioqu ca e Microbiol 

marinho 

caracterizada 

ora 

no 

a da UNESP campus 

Rio Claro. idades significativas (18 u foram 

obtidas s a purifi e a atividade enz ica mostrou 

e raturas ótimos de 3, O e 60 °C. Em adi a 

enzima possui peso molecular na faixa de 60 a 70 KDa e 

apresentou eficiente estabilidade frente a diferentes 

valores de (figura 4) e ratura, com manuten de 

100% da estabilidade rmica s 1 h mesmo em ratura 

de 62 °C (figura 5), al 

(figura 6) . 

da resistência a íons metálicos 

?_CJ_~f3_Il_ __ é!-i __ CJ_~E:_C::!]CJ_-!_9_Cl_i_c;_() da l_ê1_c;_é3JEJ_E:_ ..... P~c::Jcj_L]:z;_ i da .... p E:_l_CJ_ 

fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 

[ 36] A enz purificada (18 U) foi capaz de 

descolorir 70 % do corante Preto Reat 5 (200 mg/L) sem 
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s 5 h, confirmando o seu ial 

da resistência a íons metálicos, que 

biotecnol ica em diferentes 

tratamentos ambientais e industriais. 
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1. Processo de da enzima lacase por 

marinho CARACTERIZADO pelo fato de que os c s do 

meio de cultivo otimizado são: 

5 - Glicose: 2,74 g/L; 

ona: 2,74 g/L; 

- Extrato de malte: 1,36 g/L; 

do mar artificial 32 f 5 ) ; 

- Biotina: 0,01 9c • 
o' 

10 fl na: 0,01 9c • 
o ' 

ido ut co: 0,20 g_ • 
o ' 

Extrato de levedura: 1,12 a 2,74 g/L, 

preferencialmente 2 g/L; 

Cu : 2 a 4,92 mM, preferencialmente 2 mM. 

15 2. Processo, de acordo com a rei vi 1, 

CARACTERIZADO pelo fato de que o do meio é 8. 

3. Processo, de acordo com as reivindi s 1 ou 2 f 

CARACTERIZADO pe o fato de que a ratura do meio é 28 

c. 

20 4 . Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindica s 1 a 3, CARACTERIZADO pelo fato de que são 

utilizados 6 cilindros de i culo de 5 mm de diâmetro da 

margem das colônias do crescido em mal te 2% 

(MA2) por 7 dias. 

25 5 . Processo, de acordo com qualquer uma das 

r e s 1 a 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o 

mar é o ora sp. CBMAI 1063. 

6. Processo, de acordo com qualquer uma das 

rei vi c a s 1 a 5, CARACTERIZADO pelo f a to de que o 

30 de incuba é 7 as. 
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7 . Processo, de acordo com qualquer uma das 

reivindi s 1 a 6, CARACTERIZADO pelo fato de que tais 

condi s de cultivo são para 50 mL de meio de cultura. 

8. Enzima lacase CARACTERIZADA pelo fato de que é 

obtida por meio do processo definido nas reivindi 

7. 

9. Enzima, de acordo com a reivindica 

s 1 a 

8 f 

CARACTERIZADA pelo fato de que a atividade enz ica 

mostrou e r aturas s de 3,0 e 60 °C. 

1 O. Enz de acordo com as rei vi s 8 ou 

CARACTERIZADA pe o fato de que a mesma possui peso 

molecular na f a de 60 a 70 KDa. 

11. Enz de acordo com qua r uma das 

r e c a s 8 a 10, CARACTERIZADA pelo fato de que a 

mesma apresenta resis ia a íons me licos. 

12. Uso da enzima lacase, como definida nas 

reivindica s 8 a 11, CARACTERIZADO pe o fato de que é 

para tratamentos de efluentes ambientais e industriais. 
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ra 1 

Figura 2 
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Figura 3 

o 

de 

ra 4 
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Figura 5 

Figura 6 

• 
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"PROCESSO DE DA ENZIMA LACASE POR FUNGO 

MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA :MESMA" 

A presente 

das condi s de 

está relacionada com a otimização 

derivado 

permitiram a 

laca se s a 

cul ivo para 

de ambiente 

de 

de lacase por um 

marinho. 

idades s 

(1.300 U/L) 

Tais condi s 

ificativas de 

com atividade 

enz ica ima em 3,0 e 60 °C e com peso molecular na 

f a de 60 a 70 KDa. Nas 

enz apresentou 

ferentes valores de 

100% da es l 

eficiente 

e 

rmica 

s de cult otimizadas a 

es lidade frente a 

ratura, com manuten de 

s 1 h mesmo em 

de 62 °C, e da estabilidade frente a ferentes s 

ratura 

s 48 

h, al da resis ia a íons metálicos. 
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