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AO DA ENZIMA LACASE POR FUNGO
MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA
MESMAA A presente invenASA£o estA
relacionada com a otimizaA§A£o das
condiA§Apes de cultivo para produA8A£o de
lacase por um fungo derivado de ambiente
marinho. Tais condiA8Apes permitiram a
obtenA8A£o de quantidades significativas de
lacase apAss a purificaA8A£0 (1.300 U/L) com
atividade enzimAijtica A3tima em pH 3,0 e 60
A°C e com peso molecular na faixa de 60 a 70
KDa. Nas condiA§Apes de cultivo otimizadas a
enzima apresentou eficiente estabilidade frente a
diferentes valores de pH e temperatura, com
manutenA8A£o de 100% da estabilidade
tA©rmica apA3s 1 h mesmo em temperatura de
62 A°C, e da estabilidade frente a diferentes pHs
apA3s 48 h, alA©m da resistA2ncia a A-ons
metAijlziccos.
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“PROCESSO DE OBTENGAO DA ENZIMA LACASE POR FUNGO
MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA MESMA”

CAMPO DA INVENCAO

[1] A  presente invencdo se insere no campo de
aplicacéo da Quimica, Farmacia, Microbiologia,
Biotecnologia e, mais especificamente, nas areas de
degradacdo de poluentes; nas indistrias alimenticia, de
polpa e papel e téxtil; e, aplicacdes farmacéuticas e
cosméticas, uma vez que se refere a um processo de obtencdo
otimizado da enzima lacase, produzida pelo fungo marinho
Peniophora sp. CBMATI 1063.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[2] Os fungos filamentosos produtores de enzimas
ligninoliticas sédo fontes potenciais de recursocs genéticos
para aplicacdo em processos de biorremediacdo de diversos
poluentes ambientais, incluindo os efluentes de industrias
téxteis. Esses efluentes além de alto teores de corantes
contém também valores extremos de pH e sals, 0s quals podem
variar de 20 a 80%, representando um dos principais
problemas durante sua degradacdo por microorganismos. Neste
contexto, os fungos derivados de ambiente marinho podem ser
considerados estratégicos por estarem adaptados as
condicbes de salinidade.

[3] O oceano cobre mais de T70% da superficie
terrestre e ¢é considerado como um grande reservatdério de
recursos naturais. No entanto, a dimensdo da blodiversidade
marinha, em especial dos microrganismos, guase ndo é
conhecida. Estima-se que a diversidade Dbioldgica dos
ecossistemas marinhos é maior do qgue nas florestas

tropicais.
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[4] Invertebrados marinhos, principalmente esponijas,
representam uma importante fonte de produtos naturais

potencialmente ativos e Dbiologicamente funcionais. Muitos

desgses compostos apresentam atividade citotdxica,
antibacteriana, antifingica, antiviral ou anti-
inflamatdria.

[5] Varios estudos tém relatado a descoberta de novos

compostos bioativos de organismos marinhos, concentrando-se
principalmente na gulimica de metabolitos secundarios, dgue
incluem agora mais de 15.000 compostos bicativos
estruturalmente diversos 1solados durante os u0ltimos 30
anos. O metabolismo secundario de microorganismos de origem
marinha comecou a ser investigado muito mais recentemente.
No entanto, as associacgdes ecoldgicas que ocorrem entre o0s
microrganismos e o0s substratos marinhos tém sido amplamente
negligenciadas.

O fungo Peniophora sp.

[o] O fungo basidiomiceto de ambiente marinho & capaz
de produzir enzimas ligninoliticas em condicdes salinas,
principalmente a enzima lacase, capaz de descolorir corante
e efluente téxteis e de degradar hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos.

[7] O basidiomiceto Peniophora sp. linhagem 205 foi
isolado da esponija marinha Amphimedon viridis e
taxonomicamente identificado na Divisdo de Recursos de
Microbianos (DRM) do Centro Pluridisciplinar de Pesqguisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade
Estadual de Campinas UNICAMP. Inicialmente, a identificacéo
foi realizada por meio do seguenciamento da regido D1/D2 do

gene 285 (cbédigo 205), e, em seguida, a identificacdo do
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fungo foi confirmada utilizando a regido ITS e D1/D2.

[8] 0 disolado encontra-se depositado na Colecdo
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Indistria
(CBMAI) do CPQBA/UNICAMP sob o acrdnimo CBMAI 1063 e uma
coéHpia do mesmo encontra-se preservada na colecdo de
culturas do Instituto de Biociéncias de Rio Claro,
intitulada Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP) .

A enzima lacase

[9] Lacases sdo oxidases qgue catalisam a oxidacéo de
uma variedade de hidrocarbonetos aromaticos doadores, com a
concomitante reducdo de oxigénio a agua. Em geral, essas
enzimas s&o monoméricas ou, raramente, glicoproteinas homo
e heterodimericas ou homotetraméricas. Sua atividade
depende de quatro ions cobre distribuidos por trés sitios
de ligacdo altamente conservados.

[10] Além disso, elas sao capazes de degradar
compostos ndo fendlicos na presenca de compostos mediadores
tais COomo 2,2"azinobis-(3-etilbenztiazolina-o-sulfonato)
(ABTS) e l-hydrobenzotriazol (HBT) ou metabdlitos fungicos
presentes naturalmente em solos incluindo  acido 3-
hidroxiantranilico (3HAA). Assim, essas enzimas tém ampla
especificidade de substrato e sdo capazes de oxidar uma
gama de compostos xenobidticos.

[11] S&o umas das mais importantes enzimas lignina-
degradantes e tem um grande potencial em aplicacgdes no
setor ambiental (degradacdo de poluentes) e no setor
industrial incluindo as industrias de produtos gquimicos,
combustiveis, alimentos, agricola, papel, téxtil e de

cosméticos, como pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1. Aplicac¢des biotecnoldgicas das lacases

Aplicacbes
Indastria Indastria de | Indastria Farmacéuticas,
Bioremediacdo
Alimenticia | Polpa e Papel Téxtil Cosméticas e em
Nanotecnologias
Remocdo de|Despolimezacédo Degradacdo |Biodegradacdo | Producéao de
Fendis de | da Lignina; de de Polimeros;
Alimentos e Corantes componentes
Bebidas; Deslignificacdo xenobidticos |Agentes
da Polpa na Farmacéuticos;
Diminuic&o |Madeira;
de Turbidez Biosensores;
Bio-
brangqueamento Novos Produtos
da Polpa Kraft Sintéticos.
[12] Apesar de muitos estudos de atividade de lacase

terem sido realizados, o seu papel bioldgico nos fungos
ainda é incerto. 0Os relatdrios indicam sua participacdo no
crescimento celular, no controle de fatores de
patogenicidade e pigmentacdo de esporos, esporulacdo, e a
degradacdo da lignina, entre outras funcgdes.

[13] Lacases fungicas tém sido relatadas em diferentes
grupos, principalmente no filo Basidiomycota, entre as
quais se incluem o grupo ecoldégico de fungos xildéfagos
brancos (white-rot fungli - WRF). Estes WRF sdo capazes de
degradar e mineralizar a lignina por via aerdbia. No
entanto, héd pouca informacdo disponivel sobre a producgdoc de
lacase por fungos de origem marinha.

[14] Desde que fungos de ambientes marinhos se
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adaptaram a salinidade, é razoavel supor que os metabdlitos
secundarios biologicamente ativos diferem das suas
congéneres terrestres. Existem lacases produzidas por fungo
do género Peniophora de origem terrestre. Entretanto o
processo produtivo é diferente e essas enzimas ndo foram
ainda caracterizadas quanto as propriedades fisico-
guimicas. A enzima do fungo marinho Peniophora sp. CBMAI
1063 é produzida em gquantidade significativa em condicédo
salina.

[15] ©No entanto, este grupo de microorganismos apenas
recentemente atraiu a atencdo como uma fonte potencial de
novas atividades enzimdticas e processos de biodegradacao.
Neste contexto, o estudo de enzimas extracelulares
produzidas por microorganismos de origem marinha € de alto
interesse em biotecnologia aplicada.

[16] Fatores Como pH, periodo de incubacéo,
temperatura, aeracdo, agitacdo, a adigdo de indutor e a
taxa de carbono/nitrogénio podem influenciar na atividade
da lacase. Estudos mostraram que a composicgido do meio de
cultura e do método de incubacdo tem uma influéncia direta
sobre a expressdo génica e resulta em diferentes isoformas
do gene da lacase. Recentemente, o desenvolvimento de
métodos moleculares tem permitido o estudo de funcgdes da
lacase fungica e das isoformas do gene da lacase.

ESTADO DA TECNICA

[17] O artigo “The Production of Ligninolytic Enzymes
by Marine-Derived Basidiomycetes and Their Biotechnological
Potential in the Biodegradation of Recalcitrant Pollutants
and the Treatment of Textile Effluents” descreve a producgdo

de enzimas ligninoliticas sob condicdes salina e ndo-salina
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e descoloracdo de corante Remazol Brilliant Blue R (RBBR)
por trés basidiomicetos recuperados a partir de esponijas
marinhas, incluindo o fungo Peniophora sp. linhagem 205.
Contudo neste trabalho a atividade da enzima lacase ndo foi
estudada profundamente visto que o objetivo do estudo era a
avaliacdo da degradacdao do corante RBBR e um efluente
téxtil. A atividade de lacase foi apenas detectada durante
o processo de descoloracdao do corante.

[18] O artigo “Laccase activity and putative laccase
genes 1n marine-derived basidiomycetes” avalia genes de
lacase de trés basidiomicetos de origem marinha, entre eles
do fungo Peniophora sp. Linhagem 205 e as suas respectivas
atividades. Neste trabalho o potencial de producdo da
enzima lacase foil identificado usando condicdes de cultivo
disponiveils na literatura. N&o houve neste estudo nenhum
desenvolvimento de uma condicdo de cultivo especifica para
a produgdo de lacase pelo fungo em questdo. A avaliacdo da
producdo de lacase bem como a otimizacgdo do processo
produtivo foili minuciosamente desenvolvido na presente
invencdo. Cabe ressaltar gue o objetivo principal do
trabalho acima citado foi conhecer o potencial de producéo
da enzima lacase por basidiomicetos de origem marinha sem
nenhuma informacido mais detalhada sobre a producdo e sobre
as caracteristicas da enzima produzida.

Objetivo e vantagens da invencdo

[18] O objetivo da presente invencdo ¢é otimizar a
producdo da enzima lacase por fungo marinho {(condicdes de
cultivo).

[20] A otimizacdo da producdo da enzima lacase pelo

fungo Peniophora sp. CBMAT 1063 por meio de desenho
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experimental permitiu um aumento da atividade enzimatica de
aproximadamente 430 vezes (1.300 U/L). A lacase produzida,
depois de purificada (18 U), foil capaz de descolorir 70 %
do corante Preto Reativo 5 (200 mg/L) sem adicdo de
mediadores apdés 5 h, confirmando o seu potencial para
descoloracdo de corantes e efluentes téxteis.

[21] Enzimas produzidas jelola micro-organismos de
ambiente marinho tém sido relatadas como mals eficientes do
que as produzidas por micro-organismos terrestres,
principalmente para degradacgdo de corantes e efluentes
téxtels em condicgdes extremas de pH e temperatura. As
lacases possuem um amplo espectro de aplicacdo, podendo ser
utilizadas nas industrias de alimentos (remocdo de fendis
de alimentos e bebidas; diminuicgdo de turbidez), de polpa e
papel (da lignina; deslignificacdo da polpa na madeira;
bio-branqueamento da polpa kraft), téxtil (degradacdo de
corantes e efluentes), em processos de Dbioremediacdo
(biodegradacdo de componentes =xenobidticos), bem como nos
setores farmacéuticos, de cosméticos e em nanotecnologias
(producdo de polimeros; agentes farmacéuticos; biosensores;
novos produtos sintéticos).

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

[22] A presente invencdo estd relacionada com a
otimizacdo das condicgdes de cultivo para producdo de lacase
por um fungo derivado de ambiente marinho. Tals condicdes
permitiram a obtencdo de quantidades significativas de
lacase apdés a purificacdo (1.300 U/L) com atividade
enzimdtica 6tima em pH 3,0 e 60 °C e com peso molecular na
faixa de 60 a 70 KDa. Nas condicdes de cultivo otimizadas a

enzima apresentou eficiente estabilidade frente a
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diferentes valores de pH e temperatura, com manutencdo de
100% da estabilidade térmica apdés 1 h mesmo em temperatura
de 62 °C, e da estabilidade frente a diferentes pHs apds 48
h, além da resisténcia a ions metalicos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[23] A Figura 1 representa graficamente a estratégia
do planejamento experimental que permitiu o aumento de 430
vezes da atividade da lacase produzida pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063.

[24] A figura 2 representa graficamente a superficie
de resposta para a atividade de lacase pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 em funcdo da variavel 1 Extrato
de levedura e da variavel 2 CuS30, de acordo com o DCCR.

[25] A figura 3 representa graficamente a cinética da
atividade de lacase produzida pelo fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063 nas condic¢bes validadas de otimizacéo.

[26] A figura 4 representa graficamente a influéncia
do pH na atividade da lacase ©produzida pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 e estabilidade aos diferentes pHs
apds 48 h de incubacdo a 4 °C.

[27] A figura L representa graficamente a influéncia
da temperatura na atividade da lacase produzida pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063 e estabilidade térmica apds 1 h.

[28] A figura 6 representa graficamente o efeito de
ions metédlicos na atividade da lacase produzida pelo fungo
Peniophora sp. CBMAI 1063.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQO

[29] Para alcancar a otimizacdo do processo de
producdo, a influéncia de diferentes fatores no processo

produtivo fol avaliada por meioc da aplicacdo de 3
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planejamentos experimentais, 2 do tipoc Plackett e Burman
(P&B) e 1 delineamento composto central rotacional (DCCR).

[30] Inicialmente na metodologia do planejamento
experimental como se conhecia pouco do processo, utilizou-
se da estratégia de triagem das condigdes de cultivo
através da técnica conhecida como Plackett e Burman (P&B),
que promoveu a selecdo de varidveis com foco na reducdo do
numero de ensaio. As varidvels avaliadas no 1° P&B foram as
concentracdes de: indculo do fungo, glicose, malte, extrato
de levedura, farelo de trigo, CuS0Os e peptona; além da
salinidade e do pH. No 2° P&B algumas das variaveis foram
novamente estudas, entretanto em uma nova faixa, juntamente
com novas 3 variaveils: Dbiotina, riboflavina e 4cido
glutémico. Nesta triagem os efeitos principais de acordo
com um modelo linear e as variaveis que influenciaram no
processo foram avaliadas.

[31] Na segunda fase, a mais bem sucedida técnica
usada para analise e otimizacdo das variadveis de um
processo, o delineamento composto central rotacional
(DCCRY, possibilitou a avaliacéao dos efeitos da
concentracao do extrato de levedura a do CuS0y
individualmente e de suas Iinteracdes sobre a producdc da
enzima, uma vez gque estas variaveis foram identificadas no
P&B como altamente significativas para o© processo. Ao
final, a metodologia de superficie de resposta pode ser
empregada para obtencdo de um modelo tedrico e deducgdo das
condigdes otimizadas. Esta metodologia foi de grande
importdncia para os resultados obtidos e permitiu um
aumento de aproximadamente 430 vezes ou 1.300 U/L de lacase

em quatro bateladas de estudo, incluindoe a validacdo, gue
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totalizaram 52 ensaios (figura 1).

[32] O gréafico de contorno e superficie de resposta,
gerado a partir do modelo matematico obtido apds a conducéo
do DCCR (figura 2), demonstra gue as variaveis estdo na
regido de otimizacdo, uma vez que o raio de maior atividade
estd completamente dentro da superficie de resposta. De
acordo com o grafico as faixas de valores gue resultam na
melhor atividade enzimética sdo: 1,12 a 2,74 g/L de extrato
de levedura e 2 a 4,92 mM de CuSQ4.

[33] A fim de verificar a adequacdo do modelo
matemadtico obtido (DCCR), bem como validar a otimizacdo, a
atividade da lacase foli testada utilizando as condicgdes
otimizadas para o cultivo do fungo, as guals estdo sendo
propostas para o desenvolvimento da patente (tabela 2).

Tabela 2. Condi¢bes finais do meio de cultivo
otimizado para producdo da enzima lacase pelo fungo

derivado marinho Peniophora sp. CBMAI 1063 (para 50 mL).

Componente Concentracido e/ou condicdo
Glicose 2,74 g/L
Peptona 2,74 g/L
Extrato de Malte 1,36 g/L
Agua do mar artificial (ASW) 32,5 (mL)
Biotina 0,01 %
Riboflavina 0,01 %

Acido glutéamico 0,20 %
Extrato de levedura 2 g/L

CuS0, 2 mM

PH 8

Inéculo 6 cilindros*
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Temperatura 28 °C

Tempo de incubacdo 7 dias

*Cilindros de 5 mm de dié&metro da margem das coldnias do
fungo crescido em agar mate 2% (MA2) por 7 dias

[34] A wvalidacdo foi altamente significativa e no
mesmo tempo de incubacdo se obtiveram mais de 1.000 U/L ou
10 U/ml de lacase, ou seja, um aumento em relacdo ao DCCR
devido a significéncia e a otimizacdo do modelo matematico.
A condicdo de validacdo fol utilizada na avaliacdo da
cinética enzimatica, gue resultou novamente em um aumento
da atividade em relacdo ao melhor tempo de incubacédo
(figura 3).

Caracteristicas da lacase produzida pelo fungo

Peniophora sp. CBMAT 1063

[35] A lacase produzida pelo fungo marinho Peniophora
sp. CBMAT 1063 foi purificada e caracterizada no
Departamento de Bioquimica e Microbiologia da UNESP campus
Rio Claro. Quantidades significativas (18 U/ml) foram
obtidas apds a purificacdo e a atividade enzimatica mostrou
pH e temperaturas otimos de 3,0 e 60 °C. Em adicdo, a
enzima possul peso molecular na faixa de 60 a 70 KbDha e
apresentou eficiente estabilidade frente a diferentes
valores de pH (figura 4) e temperatura, com manutencdo de
100% da estabilidade térmica apdés 1 h mesmo em temperatura
de 62 °C (figura 5), além da resisténcia a ions metalicos
(figura 6).

Potencial biotecnoldgico da lacase produzida pelo

fungo Peniophora sp. CBMAI 1063

[36] A enzima purificada (18 U foli capaz de

C

descolorir 70 % do corante Preto Reativo 5 (200 mg/L) sem
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adicdo de mediadores apds 5 h, confirmando o seu potencial
biotecnoldgico, além da resisténcia a ions metalicos, que
permite sua aplicacéo biotecnolébgica em diferentes

tratamentos ambientais e industriais.
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Reivindicacdes

1. Processo de obtencdc da enzima lacase por fungo

marinho CARACTERIZADO pelo fato de que os componentes do

meio de cultivo otimizado sdo:
- Glicose: 2,74 g/L;
- Peptona: 2,74 g/L;
- Extrato de malte: 1,36 g/L;
- Agua do mar artificial (ASW): 32,5 (mL);
- Biotina: 0,01 %;

- Riboflavina: 0,01 %;

o°

- Acido glutamico: 0,20 %;

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

-~ CuS04: 2 a 4,92 mM, preferencialmente 2 mM.

2. Processo, de acordo com a reivindicacidc 1,

CARACTERIZADO pelo fato de que o pH do meio & 8.

3. Processo, de acordo com as reivindicacdes 1 ou 2,

CARACTERIZADC pelo fato de gque a temperatura do melo é 28

°C
4. Processo, de acordo com qualguer uma das

reivindicacdes 1 a 3, CARACTERIZADO pelo fato de que séo

utilizados 6 cilindros de indculo de 5 mm de didmetro da
margem das coldnias do fungo crescido em &agar malte 2%
(MAZ) por 7 dias.

5, Processo, de acordo com gualqguer uma das

reivindicacdes 1 a 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o

fungo marinho é o Peniophora sp. CBMAI 1063.
6. Processo, de acordo com qualguer uma das

reivindicagdes 1 a b5, CARACTERIZADO pelo fato de que o

tempo de incubagdo & 7 dias.
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7. Processo, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 6, CARACTERIZADO pelo fato de que tais

condic¢des de cultivo sdo para 50 mlL de meio de cultura.

8. Enzima lacase CARACTERIZADA pelo fato de que &

obtida por meio do processo definido nas reivindicacgdes 1 a
7.
9. Enzima, de acordo com a reivindicacéo 8,

CARACTERIZADA pelo fato de que a atividade enzimatica

mostrou pH e temperaturas oOtimos de 3,0 e 60 °C.
10. Enzima, de acordo com as reivindicacdes 8 ou 9,

CARACTERIZADA pelo fato de qgue a mesma possui peso

molecular na faixa de 60 a 70 KDa.
11. Enzima, de acordo com qualguer uma das

reivindicacdes 8 a 10, CARACTERIZADA pelo fato de que a

mesma apresenta resisténcia a ions metalicos.
12. Uso da enzima lacase, como definida nas

reivindicacbes 8 a 11, CARACTERIZADO pelo fato de que é

para tratamentos de efluentes ambientais e industriais.
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“PROCESSO DE OBTENCAO DA ENZIMA LACASE POR FUNGO
MARINHO, ENZIMA LACASE E USO DA MESMA”

A presente invencdo estd relacionada com a otimizacdo
das condicdes de cultivo para producdo de lacase por um
fungo derivado de ambiente marinho. Tails condicdes
permitiram a obtencdo de quantidades significativas de
lacase apds a purificacio (1.300 U/L) com atividade
enzimatica 6tima em pH 3,0 e 60 °C e com peso molecular na
faixa de 60 a 70 KDa. Nas condicdes de cultivo otimizadas a
enzima apresentou eficiente estabilidade frente a
diferentes valores de pH e temperatura, com manutencdo de
100% da estabilidade térmica apds 1 h mesmo em temperatura
de 62 °C, e da estabilidade frente a diferentes pHs apds 48

h, além da resisténcia a ions metédlicos.
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