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RESUMO

As lacases tém sido alvo de investigacao devido a capacidade de oxidar compostos aromaticos

fendlicos e ndo fendlicos com a concomitante reducdo do oxigénio a agua. Embora possam ser
sintetizadas por diversos organismos, sua producéo se destaca em fungos de podridao branca.
As lacases tem sido amplamente aplicada no campo industrial e ambiental. A fim de comparar
o potencial catalitico das lacases dos fungos de ambiente marinho e terrestre, no presente estudo
as lacases produzidas pelos basidiomicetos de origem marinha (Peniophora sp. CBMAI 1063
e Marasmiellus sp. CBMAI 1062) e terrestre (Peniophora cinerea CCIBt 2541 e
Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388) foram parcialmente purificadas (ultrafiltracdo e
cromatografia de troca idnica) e caracterizadas bioquimicamente. Para a quantificacdo das
laccases foram utilizados os substratos enzimaticos 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTYS) e siringaldazina (SYG). Os fungos analisados apresentaram producdo de
lacases no meio utilizado, o qual foi previamente otimizado para a producdo de lacases para o
Peniophora sp. CBMAI 1063. Nestas condi¢des de cultivo, as enzimas ligninoliticas Manganés
Peroxidase (MnP) e Lignina Peroxidase (LiP) ndo foram produzidas. Com relacéo ao processo
de purificagdo, a cada passo houve perda no rendimento, em propor¢des diferentes para o
conjunto enzimatico de cada fungo, com melhor recuperacéo para as lacases produzidas pelos
fungos do género Marasmiellus. O zimograma revelou que Peniophora sp. CBMAI 1063
produz duas isoenzimas de lacases, P. cinerea CCIBt 2541 cinco, Marasmiellus sp. CBMAI
1062 duas e M. colocasiae CCIBt 3388 uma. O conjunto enzimatico foi caracterizado de modo
aparente. O pH otimo (4,0 para ABTS e 5,5 para SYG) e temperatura 6tima (55 °C) foram
iguais para os dois fungos do género Peniophora. Para os fungos do género Marasmiellus o pH
otimo foi o mesmo (5,0 para ABTS e 6,5 para SYG) porém a temperatura 6tima foi diferente
(55 °C para Marasmiellus sp. CBMAI 1062 e 50 °C para M. colocasiae CCIBt 3388). As
lacases de todas as espécies estudadas ndo apresentarem atividade na presenca de EDTA e L-
cisteina, evidenciando a importancia do Cu?* e do aminoécido cisteina no sitio ativo. Diferentes
jons metalicos ativam as atividades das lacases. De modo geral, a caracterizagcdo do conjunto
enzimatico do P. cinerea CCIBt 2541 apresentou melhores resultados que o do Peniophora sp.
CBMAI 1063. No conjunto enzimatico M. colocasiase CCIBt 3388 ions Mn?* aumentou a
atividade (117%), entretanto Marasmiellus sp. CBMAI 1062 apresentou estabilidade maior
frente a todos os fons testados, apresentando aumento da atividade na presenca de AR (126%).
Quanto a salinidade, o Iso para NaCl foi mais eficiente para as lacases do P. cinerea CCIBt
2541, enquanto que Marasmiellus sp. CBMAI 1062 apresentou maior resisténcia a 1000 mM
de NaCl. De acordo com os valores de Kv € Vmax hd uma maior afinidade das lacases dos
fungos de origem terrestres pelos substratos ABTS e SYG. As lacases parcialmente purificadas
apresentaram as seguintes porcentagens de descoloracdo do corante téxtil marinho reativo (MR)
(40 mg/L) apos sete dias de incubacdo: P. cinerea CCIBt 2541 67%, Peniophora sp. CBMAI
1063 61% e M. colocasiae CCIBt 3388 27%. A descoloracdo do MR pelas lacases dos fungos
do género Peniophora foi similar a obtida para a lacase industrial de Trametes versicolor (66%).
Devido a quantidade insuficiente de lacases do Marasmiellus sp. CBMAI 1062 o teste de
descoloracdo ndo foi realizado. Testes de toxicidade mostraram que as lacases de P. cinerea
CCIBt 2541 deixa praticamente inalterada a toxicidade no tratamento. Entretanto o conjunto de
lacases do Peniophora sp. CBMAI 1063 e M. colocasiae CCIBt 3388 apresentam um leve
aumento de toxicidade ap0s o periodo de reacdo. A lacase pura de T. versicolor ndo alterou a
toxicidade inicial. Os resultados do presente estudo ampliam o conhecimento sobre as lacases
produzidas por fungos de origem marinha e abrem novas perspectivas de estudos na area da
biotecnologia ambiental.

Palavras-chave: Lacase; Basidiomicetos; Purificagdo enzimatica; Biotecnologia ambiental



ABSTRACT

Laccases have been under investigation due to their capacity to oxidize phenolic and non-
phenolic aromatic compounds with concomitant reducing of oxygen to water. Although
laccases can be synthetized by several organisms; their production is notable in white rot fungi.
Laccases have been wide applied in industrial and environmental fields. Aiming to compare the
catalytic potential of laccases in fungi from marine and terrestrial environments, in the present
work laccases produced by marine basidiomycetes (Peniophora sp. CBMAI 1063 and
Marasmiellus sp. CBMAI 1062) and the terrestrial (Peniophora cinerea CCIBt 2541 and
Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388) were partially purified (ultrafiltration and ionic
chromatography) and biochemically characterized. For the laccases quantification were used
2,2’-azino-bis (3- ethilbenzotiazolina-6-sulphnic) (ABTS) and syringaldazine (SYG) as
substrates. All studied fungi showed satisfactory laccases productions in the utilized medium,
which was previously optimized to laccases production by Peniophora sp. CBMAI 1063. In
these culture conditions ligninolytic enzymes Manganese Peroxidase (MnP) and Lignin
Peroxidase (LiP) were not produced. Regarding the purification process, there was yield loss in
each step, in different proportions to the enzymatic pool for each fungi, with better yielded the
laccases produced by the fungi from Marasmiellus genus. Zymogram revealed that Peniophora
sp. CBMAI 1063 has two laccase isoforms, P. cinerea CCIBt 2541 has five, Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 has two and M. colocasiae CCIBt 3388 has one. The enzymatic pools were
apparently characterized. The optimum pH (4.0 to ABTS and 5.5 to SYG) and optimum
temperature (55 °C) were the same to both Peniophora fungi. The fungi from the genus
Marasmiellus had the same optimum pH (5.0 to ABTS and 6.5 to SYG), however, the optimum
temperature was distinct, 55 °C to the Marasmiellus sp. CBMAI 1062 and 50 °C to the M.
colocasiae CCIBt 3388). EDTA and L-cysteine completely inhibit all enzymatic pools,
showing the importance of Cu?* and the cysteine aminoacid in the active site of laccases.
Different metallic ions acted empowering the laccase activities. The enzymatic pool obtained
with the fungus P. cinerea CCIBt 2541 showed better results in comparison with Peniophora
sp. CBMAI 1063. In the enzymatic pool of M. colocasiase CCIBt 3388 Mn?* ions enhanced
laccase activity (117%), but the pool of Marasmiellus sp. CBMAI 1062 showed better stability
with all tested ions, enhancing its activity in the presence of Zn** (102%) and AP* (126%).
Regarding salinity, the Iso of NaCl was most efficient to the laccases of P. cinerea CCIBt 2541,
while laccases from Marasmiellus sp. CBMAI 1062 were more resistant to 1000 mM of NaCl.
According to the Kv e Vmax Values, there is a better affinity with laccases from terrestrial fungi
to the substrates ABTS and SYG. The partially purified laccases exhibited the following
percentage of the Marine Reactive (MR) (40 mg/L) textile dye decolorization after seven days
of incubation: P. cinerea CCIBt 2541 67%, Peniophora sp. CBMAI 1063 61% and M.
colocasiae CCIBt 3388 27%. Decolorization of MR by Peniophora fungal laccases was similar
to the pure industrial laccase from Trametes versicolor (66%). Due to the little amount of
laccases of Marasmiellus sp. CBMAI 1062 discoloration test was not carried out. Toxicity tests
revealed that laccases from P. cinerea CCIBt 2541 did not change the dye toxicity during the
treatment. However, the pool of Peniophora sp. CBMAI 1063 and M. colocasiae CCIBt 3388
slightly increased the toxicity after the treatment. T. versicolor pure laccase did not change the
initial toxicity. Results from the present work increase the knowledge about the laccases
produced by fungi from marine origin and open new perspectives of studies in the area of
environmental biotechnology.

Keywords: Laccase; Basidiomycetes; Enzymatic purification; Environmental biotechnology
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1. INTRODUQAO E JUSTIFICATIVA

As lacases (benzenediol: oxigénio oxi-redutase) [EC 1.10.3.2] sdo glicoproteinas
pertencente ao grupo de enzimas multicobre oxidases, contendo em sua estrutura quatro ions
de cobre. Estas enzimas oxidam um grande nimero de reacdes de compostos aromaticos
fendlicos e ndo fendlicos, reduzindo oxigénio a agua, sem necessidade de coenzima
(LEONOWICZ, et al., 2001; DURAN et al., 2002).

Lacase foi inicialmente isolada da planta Rhus vernicifera (Toxicodendron vericifluum)
(YOSHIDA, 1883). A producéo de lacases por fungos foi observada por volta de 1896, e
posteriormente, essas enzimas foram detectadas também em bactérias, corais, pepinos do mar,
insetos e algas (THURSTON, 1994; THEERACHAT; GUIEYSSE, 2018; OTTO;
SCHLOSSER, 2014). Os fungos basidiomicetos sdo 0s principais produtores de lacases, com
destaque para os fungos de podriddo branca (GIARDINA et al., 2010).

Geneticamente estas enzimas possuem uma grande variabilidade, inclusive entre
espécies e em um mesmo individuo, sendo este fenémeno principalmente observado em fungos,
0s principais produtores. Diferentes isoformas sdo expressas dependendo do tipo de indutor,
das caracteristicas fisico-quimicas e cinética dos nutrientes e do grau de polimorfismo entre as
espécies (BLAICH; ESSER, 1975). Os genes das lacases possuem 4 regides altamente
conservadas sem presenca de gaps, onde sdo expressos aminoacidos fundamentais para ligacoes
com os ions cobre, dando funcionalidade a enzima, formando assim, o sitio ativo. Estas regides
sdo denominadas L1, L2, L3 e L4 (KUMAR et al., 2003). Mais de 100 isoformas da enzima ja
foram relatadas (BALDRIAN, 2006).

Aplicacdes bem-sucedidas de lacases as evidenciam como uma 6tima alternativa para
processos biotecnologicos. A enzima pode ser utilizada na forma nativa ou imobilizada, em
ambientes aquosos, na presenca de solventes organicos, oferecendo aplicabilidade em
diferentes campos industriais, e na area ambiental sdo aplicadas de forma sustentavel e
ecologicamente amigavel em processos de biorremediacdo (LEONOWICZ, et al., 2001;
POLIZELI; RAI, 2014; MINUSSI; PASTORE; DURAN, 2002).

Embora existam inGmeras perspectivas em distintos campos de atua¢do e promissoras
aplicacBes industriais, ainda ha poucas aplicacdes de lacases no mercado. Isso é devido,
principalmente, ao alto custo da producdo somada a baixa produtividade enzimética pelos
organismos naturais ou recombinantes (POLIZELI; RAI, 2014). A fim de reverter essa situacdo,
estratégias e ensaios para 0 melhoramento da obtengdo de lacases vém sendo empregados,
incluindo a procura por novos produtores, mutagénese e recombinacdo génica (GIESE et al.,
2004; SHANKAR; SHIKHA, 2012).
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Uma das areas de aplicacdo mais promissora das lacases é a descoloracéo de corantes
téxteis em efluentes industriais (GONCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015). Estes
residuos causam grandes problemas ambientais, pois bloqueiam a passagem da luz para os
ecossistemas aquaticos mais profundos, diminuem o processo de fotossintese, e ocasionam
condi¢des anaerébicas (RAGHUKUMAR; D’SOUZA-TICLO; VERMA, 2008). Tais
compostos, em sua maioria, sdo aromaticos, incluindo fenois e aminas. Por agirem sobre estes
substratos, as lacases tém apresentado resultados satisfatérios no processo de descoloracéo
deste tipo de poluente (SHRADDHA et al., 2011).

Efluentes da industria téxtil, apresentam alta concentracdo de sais (MOREIRA;
MILAGRES; MUSSATTO, 2014). Partindo deste pressuposto, a fim de trata-los,
biocatalizadores estaveis e/ou organismos tolerantes aos sais sdo requeridos. Neste contexto, 0s
fungos marinhos e os catalizadores por eles sintetizados, apresentam-se COmoO recursos
genéticos promissores devido as suas adaptacoes fisiologicas, as quais incluem a toleréncia a
salinidade, pressdo, baixa temperatura, condi¢des oligotroficas, pH extremos, disparidades nas
concentracdes de minerais disponiveis, entre outras (BONUGLI-SANTOS et al., 2015).

Neste sentido, o grupo de pesquisa coordenado pela professora Dra. Lara Durées Sette,
hd mais de uma década vem concentrando esforcos em pesquisas relacionadas com o
isolamento de fungos de ambiente marinho, visando producdo, caracterizacdo e aplicacdo de
lacases em processos biotecnoldgicos. Assim, os fungos basidiomicetos de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063, Marasmiellus sp. CBMAI 1062, tém sido estudados quanto a
producdo de enzimas e aplicacdo na area ambiental no tocante a degradacdo de corantes téxteis
e hidrocarbonetos (BONUGLI-SANTOS et al., 2010a, 2010b; MAGRINI, 2012; BONUGLI-
SANTOS et al., 2012; MAINARDI et al., 2018; OTERO et al., 2017; PAIVA, 2016;
BONUGLI-SANTOS et al., 2016).

Levando-se em consideracdo a capacidade de producdo de lacases pelos fungos
marinhos acima mencionados e o potencial que elas podem apresentar na degradacdo de
poluentes ambientais em condicdes salinas, faz-se necessaria a sua caracterizacao, tendo em
vista a identificacdo de isoformas com melhor potencial de acdo no ambiente alvo. Em adi¢éo,
considerando que os diferentes fungos de origem marinha, destacados neste trabalho, possuem
homdblogos terrestres, a comparacdo da eficiéncia fisico-quimicas das lacases produzidas por
eles podem fornecer conhecimentos significativos para melhor aplicabilidade na area da

biotecnologia ambiental.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  Enzimas ligninoliticas

A lignina é um polimero complexo composto por hidroxifenil-propano (Figura 1), atua
como uma cola natural nas lamelas intermédias nos tecidos vegetais, bem como matriz nas
paredes secundarias das células da madeira e como ligante entre celulose e cadeias de
hemicelulose, dando forca as plantas e auxiliando na protecdo contra a perda de agua e
organismos invasores (RIVA, 2006; HAO; MOHNEN, 2014).

Figura 1. Modelo representativo da estrutura da lignina (Fonte: GLAZERA; NIKAIDO, 2007)
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As fontes de carbono disponiveis nos tecidos vegetais podem ser utilizadas por
microrganismos, 0s quais secretam enzimas oxidativas a fim de degradar a lignina e obté-las.
As principais enzimas do sistema ligninolitico estdo apresentadas na Figura 2, sendo as lacases
(Lac), manganés peroxidase (MnP), e lignina peroxidase (LiP) as enzimas mais utilizadas neste
processo. A degradacao da lignina é um processo multi enzimatico, por reacdo ndo especifica,
com transferéncia de atomos de hidrogénio a um receptor final (LEONOWICZ et al., 2001).

As peroxidases ligninoliticas sdo hemeproteinas de acdo catalitica apenas na presenca
de perdxido de hidrogénio, para onde séo transferindo os ions hidrogénio do substrato, a fim de
produzir 4gua. A lignina peroxidase age clivando ligagdes carbono alfa e beta, abrindo anéis
aromaticos e gerando radicais habeis para reagir sobre o substrato. A manganés peroxidase

oxida ions manganés, tornando-os capazes de reagir com acidos organicos, os quais podem
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oxidar substratos secundarios (GAJERA et al., 2015; CHRISTIAN et al., 2005; SINGH;
SINGH; SINGH, 2015). As enzimas ligninoliticas de modo geral agem sobre uma diversidade
de compostos formados por anéis aromaticos, fendlicos e ndo fendlicos, tornando-as
promissoras em processos biotecnolégicos (GHOSH; DASTIDAR; SREEKRISHNAN, 2016).

Figura 2. Diagrama esquematico da degradacdo da lignina (Fonte: SETTE; BONUGLI-SANTOS,
2013, adaptado de DASHTBAN et al. 2010).
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Lac = Lacase; LiP = Lignina peroxidase, MnP = Manganés peroxidase; VP = Versétil oxidase; AAO =
Aril-dlcool oxidase; GLOX = Glioxal oxidase; LMS = Sistema lacase-mediador; H,O,-GO = H,0,-generating

oxidases; AAD = Aril-alcool desidrogenases; QR = Quinona redutase .

2.2 Lacases

As lacases pertencem ao grupo das enzimas multicobre oxidase (benzenediol: oxigénio
oxi-redutase) [EC 1.10.3.2]: compostas por um sitio ativo com quatro ions de cobre dispostas
em uma estrutura geométrica e eletronica (Figura 3), o qual € constituido por um centro tipo 1,
onde se encontra 0 Cul (centro azul); o agrupamento trinuclear composto pelo tipo 2, onde se
encontra os Cu2 e Cu3 e o centro tipo 3 integrado pelo Cu4 (DURAN et al., 2002). A reacéo
tipica de lacases inicia-se no Cul, sendo este o primeiro aceptor de elétrons. E neste local que
a oxidacao de quatro elétrons de quatro moléculas de substrato (fendis ou aromaticos doadores
de hidrogénio) ocorre. Este centro também € que determina o ritmo da rea¢do, bem como o

potencial redox das lacases, por conta de suas caracteristicas estruturais, coordenacdo
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geométrica, ligacbes de hidrogénio e presenca ou auséncia de grupos hidrofébicos. Os elétrons
deste centro sdo transportados por um tripeptideo altamente conservado nas lacases (His, Cys,
His) até o centro trinuclear onde o0 O é reduzido & moléculas de &gua. O processo de reducdo
do O a 4gua e oxidacdo do substrato ocorre de forma concomitante. A oxidacao dos substratos
gera radicais fendis e intermediarios quinona, os quais podem formar dimeros ou polimeros
insolveis em &gua (GIARDINA et. al, 2010; DURAN et. al, 2002; LEONOWICZ et. al, 2001;
RIVA, 2006; SOLOMON et. al, 1996).

Figura 3. Representacdo esquematica do sitio ativo de lacases. X - aminoacido variavel; Cul - cobre
T1; Cud - cobre T2; Cu 2 e 3 - par de cobres T3. (Fonte: OTERO, 2016 adaptado de CLAUS, 2004).
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As lacases sdo glicoproteinas com proporcdes glicosidicas variadas em diferentes
organismos. Em plantas cerca de 45% da enzima é composta por glicidios e em fungos estes
geralmente correspondem a 15-30% (SHRADDHA et al., 2011). Estudos tém evidenciado que
a porcdo glicosidica desempenha papel na protecdo da enzima contra a protedlise e radicais
livre e para a estabilidade da proteina (GOMES et al., 2007; MOROZOVA et al., 2007).

A massa molecular das lacases esta em torno de 50-130 kDa, com uma temperatura de
acdo otima entre 45-70 °C, havendo preferéncia por temperaturas mais elevadas. Em relacdo ao
pH, estudos em diferentes fungos apontam melhor acdo em meio acido com pH em torno de 3-
5. Contudo, alguns estudos apontam estabilidade maior em meio mais neutro a alcalino, sendo
diretamente influenciado pelo substrato, o que provoca expressdes de diferentes variacGes da
enzima. Os valores cinéticos de Km € kcat Variam para o mesmo substrato (GOMES et al., 2007,
MOROZOVA et al., 2007; SHRADDHA et al., 2011).
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2.2.1 Dinamica génica das lacases

Uma grande variabilidade de lacases podem ser produzidas pelas diferentes espécies
produtoras. Esta multiplicidade é causada pela diversificacdo de isoformas de lacases em fungo
por conta da pluralidade de genes, diferengas nas concentragdes de nutrientes, agentes
indutores, graus de polimorfismos, caracteristicas fisico-quimicas e propriedades cinéticas. Em
fungos basidiomicetos, ha varias espécies produtoras de mais de uma isoforma da enzima
(DURAN et al., 2002; BLAICH; ESSER, 1975). Baldrian (2006) relata mais de 100 lacases
purificadas, sendo a maioria de basidiomicetos de podriddo branca, e embora haja outros grupos
de fungos que as produzem em quantidade inferiores, a estrutura tridimensional da enzima exibe
a mesma arquitetura molecular (POLIZELI; RAI, 2014), incluindo os dominios conservados
relacionados aos sitios de ligagdo ao cobre (Figura 4).

Figura 4. Estrutura da lacase do fungo Trametes versicolor evidenciando os dos 3 dominios cupredoxin
D1 - dominio 1; D2 - dominio 2; D3 - dominio 3 (Fonte: OTERO, 2016 adaptada de DWIVEDI et al.,
2011).

Diversos fungos possuem mais de um gene em um mesmMO Cromossomo € essas
sequéncias génicas tém mostrado alta conservacdo em quatro regides denominadas L1, L2, L3
e L4 (Figura 5). Os transcritos dessas regides, na estrutura proteica, interagem de forma
especifica com as quatro ions de cobre, formando o sitio ativo, e a simetria natural da
arquitetura, evidencia o fendmeno da duplica¢do génica no processo evolutivo para manutencao
desta molécula (KUMAR et al., 2003).

Em trabalho prévio realizado com o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063, foram
encontrados no transcriptoma do mesmo (apds cultivo nas condigdes otimizadas), dez

diferentes lacases com peptideos variando entre 482 a 588 aa de comprimento e massas
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moleculares de 53,5 a 64,4 kDa (OTERO et al., 2016). Em adicéo, Kilaru, Hoegger e Kues,
(2006) encontraram 17 genes para lacases em Coprinopsis cinerea, destas pelo menos nove
produzem isoformas funcionais. A identificacdo de distintos genes para lacase esta diretamente
relacionada ao crescente nimero de sequenciamento genémico de fungos. Tal diversificacdo
ainda ndo € bem compreendida, mas possivelmente a variedade de funces fisioldgicas durante
o ciclo de vida celular fangica pode ser uma explicacdo (GIARDINA et al., 2010; POLIZELI,
RAI, 2014).

Figura 5. Alinhamento de lacases fungicas e genes de lacase de Peniophora sp. CBMAI 1063
transcritos. Os retdngulos vermelhos representam as regides conservadas L1, L2, L3 e L4 (Fonte:
OTERO, 2016).
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Com relagéo a abundancia de genes que codificam para lacases, diversos componentes
tém se apresentado como indutores. Ensaios tém evidenciado que a presenca e proporc¢do de
carbono e nitrogénio influenciam na regulacéo da expressao génica (D'AGOSTINI et al., 2011).
Agentes quimicos como tween, alcool veratrilico, acido nicotinico e acido L-aspartico, podem
induzir a producdo destes biocatalizadores em fungos (GIESE et al.,, 2004; SHANKAR;
SHIKHA, 2012). Outros componentes reguladores séo os fons metais Cu*2, Cd*?> Ag*, Mn*2,
Os compostos aromaticos de igual forma também tém sido reportados como indutores,
incluindo a presenca de pequenas quantidades de corantes, possivelmente sendo esse fato
relacionado a defesa contra o estresse causado pelas substancias fendlicas (GIARDINA et al.,
2010; THURSTON, 1994; YAVER et al., 1996; POLIZELI; RAI, 2014; COLLINS; DOBSON,
1997; VAITHANOMSAT et al., 2010).
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2.2.2 Organismos produtores de lacases

A enzima lacase foi isolada pela primeira vez em 1883 da arvore japonesa da familia do
caju, Rhus vernicifera (Toxicodendron vericifluum) (Yoshida, 1883). Entretanto, atualmente,
sabe-se que lacases sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em
representantes dos trés dominios: archaea (Haloferax volcanii), procariotos (bactérias e
cianobactérias) e eucariotos (fungos, algas, insetos, corais, pepino do mar e plantas)
(UTHANDI et al.,, 2010; THEERACHAT; GUIEYSSE, 2018; POLIZELI; RAIl, 2014;
MOROZOVA et al., 2007; HUTTERMANN; MAI; KHADAZIPOUR, 2001).

Distintas funcdes bioldgicas tém sido associadas as lacases. Em plantas, acredita-se que
a enzima desempenha um papel na sintese de lignina e catalise da polimerizacao radicular de
unidades estruturais de alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (BAO et al., 1993;
POLIZELI; RAI, 2014, MOROZOVA et al., 2007). Em bactérias, atua na morfogénese,
biossintese do pigmento marrom de esporos, na protecdo contra raios UV e perdxido de
hidrogénio, e na homeostasia do cobre (SHARMA; GOEL; CAPALASH, 2007). Em insetos,
auxilia na esclerotizacdo da cuticula epidérmica (DITTMER et al., 2004). Em invertebrados
como pepino do mar e corais, ainda ndao esta bem solucionada a funcao desta enzima, porém,
acredita-se que esteja relacionada a protecdo contra agentes biologicos, por estar presente na
via de melanizagédo, ou assim como nos insetos, estar relacionada a esclerotizacédo e regeneracédo
causada por injarias (MYDLARZ; PALMER, 2011; JIANG et al., 2014). Em algas, as lacases
parecem agir na detoxificacdo de componentes fendlicos, desempenhando papel na sintese de
componentes da parede celular e absorcdo de produtos resultantes da quebra de materiais
ligninoliticos de componentes fendlicos (OTTO; SCHLOSSER, 2014). Em fungos ha maior
producdo e desempenho, incluindo o auxilio no desenvolvimento do corpo de frutificacdo,
pigmentacdo dos esporos, diferenciacdo sexual, formacdo do rizomorfo, morfogénese, defesa
contra estresse, acao contra patégenos, detoxificacdo e, principalmente, lignindlise (quebra das
ligacGes carbono-carbono ou carbono-oxigénio em polimeros de lignina ou componentes
ligninoliticos) (LEONOWICZ, et al., 2001; GOMES et al., 2007; GIARDINA et al., 2010;
BALDRIAN, 2006; POLIZELI; RAI, 2014).

Devido ao fato dos fungos possuirem habilidades em produzir lacases de forma mais
expressiva, podendo apresentar capacidade oxidativa superior a de outros organismos, esses
organismos sdo os de maior interesse do ponto de vista biotecnolégico (SHRADDHA et al.,
2011). Em adicdo, as lacases fungicas exibem alta estabilidade molecular e maior potencial de
reducdo em comparagdo com as lacases de outros organismos (RODGERS et al., 2009). Vérios

estudos reportam a habilidade de fungos basidiomicetos de origem terrestre para a producao de
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lacases (PATEL etal., 2014; TINOCO et al., 2011; SIVAKUMAR et al., 2010; MANAVALAN
et al., 2013; REVANKAR,; LELE, 2006; SENTHIVELAN; KANAGARAJ; PANDA, 2016),

porém, os estudos com fungos de origem marinha ainda sdo escassos.

2.2.3 Producéo de lacases por fungos de origem marinha

Os fungos encontrados no ambiente marinho podem ser classificados quanto aos
habitos: sdo marinhos obrigatorios aqueles que crescem e esporulam exclusivamente em
ambiente marinho (substratos, estuarios, agua do mar), ao passo que os facultativos sdo aqueles
capazes de crescer no ambiente marinho, porém sdo provenientes da dgua doce ou de ambiente
terrestre (KOHLMEYER; VOLKMANN-KOHLMEYER 2003). Devido a dificuldade de
classificagéo dos fungos marinhos, o termo fungos derivados marinhos (marine-derived fungi)
tem sido utilizado para englobar os fungos que foram isolados do ambiente marinho, sem a
necessidade categoriza-los como marinhos obrigatorios ou facultativos (OSTERHAGE, 2001).

De acordo com Jones et al. (2009), ha dez anos atras, a estimativa da biodiversidade dos
fungos marinhos era de 530 espécies, sendo 424 representantes dos ascomicetos, 12 dos
basidiomicetos (sem a inclusé@o de leveduras) e 94 de fungos anamorficos, exclusos os fungos
verdadeiros zoosporicos. E evidente que estes nimeros ndo reflete a verdadeira diversidade dos
fungos marinhos, mas demonstram que o mar, sendo um amplo ecossistema, € pouco explorado
na area da micologia.

Estes microrganismos sdo encontrados em associacdo com varios organismos (e.g.
algas, corais, tunicados, moluscos, plantas, peixes e esponjas) (SHIN; LEE, 2000) e apresentam
excelente perspectiva para o campo biotecnolédgico, devido as suas adaptacbes fisioldgicas
relacionadas com a tolerancia a elevadas concentragdes de sais, alta pressdo, baixa temperatura,
condicdes oligotroficas, pH extremos, disparidades nas concentracfes de minerais, além das
condicdes de pouca incidéncia de raios de luz (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). De acordo
com Passarini e colaboradores (2011) uma vasta fracdo de fungos marinhos ainda ndo foram
catalogados os quais podem apresentar capacidade de produzir enzimas ligninoliticas e
degradar poluentes, tais como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Em adicdo,
Bounugli-Santos e colaboradores (2015) reportaram haver um amplo mercado para enzimas
produzidas por fungos marinhos, incluindo as lacases.

Alguns fungos derivados de ambiente marinho foram reportados em literatura como
produtores de enzimas ligninoliticas. D’Souza et al., (2006) reportaram a produgdo de uma
quantidade elevada de lacases por um fungo basidiomiceto marinho néo identificado. No estudo

de Raghukumar e colaboradores (1994) foram alcancados resultados positivos para a producao
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de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e lacase) pelo fungo de degradacédo branca Flavadon flavus
isolado dos detritos da alga Thalassia hemprichii. Li, Kondo e Sakai (2003a, 2003b) publicaram
dois artigos envolvendo a producdo de enzimas ligninoliticas pelo basidiomiceto de
decomposicao branca Phlebia sp. IMG-60 em diferentes concentracGes de sal. Estudos do nosso
grupo de pesquisa envolvendo a producéo de ligninases por fungos derivados-marinhos, bem
como a otimizacao e expressao de lacases foram também publicados (DA SILVA et al., 2008;
BONUGLI-SANTOS, 2010a, 2010b; PASSARINI et al., 2015; OTERO et al, 2017
MAINARDI et al., 2018; DUARTE et al., 2018).

2.2.4 Aplicacdes das lacases

Devido a capacidade de oxidar grande niamero de compostos aromaticos as lacases séo
promissoras em aplicacdes biotecnoldgicas. Estas enzimas podem ser utilizadas na forma nativa
ou imobilizada, em ambientes aquosos, na presenca de solventes organicos, oferecendo
aplicabilidade em diferentes campos industriais e na biorremediacdo. As vantagens em usar
lacases em processos industrias sdo extensas, e inclui entre outras, a sua agdo como mediadoras
de baixo peso molecular (LEONOWICZ et al., 2001; POLIZELI; RAI, 2014; MINUSSI;
PASTORE; DURAN, 2002).

2.2.4.1 Quimica sintética e organica

Usada na sinteses de corantes; em procedimentos de polimerizacdo de monémeros de
catecol para a producéo de policatecol sintético; na fabricagdo de polimeros inertes de fendis,
0s quais possuem diversas aplicacdes, tal como ligacdes de fibra, laminados, revestimento e
adesivos. Na fabricacdo de aldeidos aromaticos a partir do teuteno como substrato, sintese de
polimeros de reutina objetivando inibicdo de adipogénicos e de aminonaftoquinonas com
atividade anticancer (GONGCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015; POLIZELI; RAI,
2014GIARDINA et al., 2010).

2.2.4.2 Industria de papel

Lacases agem no branqueamento da polpa e deslignificacdo, no tratamento de efluente
deste tipo de industria, no pré-tratamento da madeira, melhoramento a solubilidade da lignina.
A enzima, de modo geral, age sobre substratos presente na matéria prima do papel,
proporcionando modificagcbes na lignina, evitando assim, o uso de cloro ou oxidantes

qguimicamente baseado em oxigénio, reduzindo a quantidade requerida de agua e energia no
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processamento da polpa (GONCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015; POLIZELI; RAI,
2014; GIARDINA et al., 2010; LEONOWICZ et al., 2001).

2.2.4.3 Industria de alimentos

Lacases sdo utilizadas em massas tornando-as mais fortes, estaveis, reduzindo a
viscosidade, aumentando o volume e tornando-as mais macias (geralmente ndo exigindo a
presenca de glaten); garante a estabilizacdo do mosto; utilizada para melhoria da cor e a
qualidade de vinhos e sucos; remocao de polifendis em cerveja, aumentando assim, o prazo de
validade; eliminacdo de oxigénio dissolvido em 6leos vegetais, evitando a oxidacao indesejada,
além disso, é usada no pré-tratamento do cacau para enriquecer o sabor e o gosto do chocolate
(BONUGLI-SANTOS et al, 2015; GONCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015;
POLIZELI; RAI, 2014; GIARDINA et al., 2010; MINUSSI; PASTORE; DURAN, 2002;
LEONOWICZ et al., 2001).

2.2.4.4 Industrias farmacéuticas e de cosméticos

Na industria farmacéutica lacases podem ser aplicadas tanto para reduzir o nimero de
passos na sintese de drogas, diminuir toxicidades de alguns reagentes, tornando o processo de
fabricacdo mais barato, facilitando a fabricacdo por acoplamentos oxidativos. Além disso, estas
enzimas podem ser aplicadas para modificar ou degradar componentes farmacéuticos, como
agentes nao-esterois e antibidticos a fim de evitar lanca-los no ambiente. Séo aplicadas com
acdo antimicrobiana, como desintoxicante; como droga (e.g. actinomicina anticancer,
antibioticos, sedativos, anti-inflamatorios); aplicadas em produtos para clareamento de pele e
na producéo de iodine, um reagente largamente usado como desinfetante (BONUGLI-SANTOS
et al., 2015; GONGCALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015; POLIZELI; RAI, 2014).

2.2.4.5 Biorremediacao

Componentes toxicos muitas vezes fazem parte de efluentes industriais, tornando-se um
problema ambiental de dificil tratamento. Neste sentido, microrganismos produtores de lacases
podem ser aplicados na descontaminagdo, por possuirem capacidade de quebrar moléculas
xenobioticas em estruturas que podem ser menos toxicas, por ligar em nanoparticulas
magnéticas amino-funcionalizadas, corantes téxteis, farmacos aromaticos e outros
(GONGALVES; SILVA; CAVACO-PAULO, 2015; BONUGLI-SANTOS et al., 2015;
POLIZELI; RAI, 2014; LEONOWICZ et al., 2001).
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2.2.4.6 Outras aplicacoes

Lacases tém mostrado ser util em aplica¢fes nanobiotecnoldgicas, devido a capacidade
para catalisar a eletrotransferéncia sem a necessidade de um cofator. Tém sido aplicadas para
sinteses de varios itens funcionais com propriedades mecénicas, elétrica, dtica ou pesticida; tém
apresentado funcdo importante como biosensores na deteccgdo de fendis em dejetos aquatico ou
na industria de alimentos, bem como, por meio de reagdes oxidativas por radicais-mediadores
livres atuar no campo de biocombustiveis (BONUGLI-SANTOS et al., 2015; POLIZELI; RAI,
2014; GIARDINA et al., 2010; MOROZOVA et al., 2007; MINUSSI; PASTORE; DURAN,
2002).

2.2.4.7 Aplicacéo de lacases na industria téxtil

Os corantes sao feitos de fontes distintas, podem ser naturais, inorganicos ou sintéticos,
com maior preocupagdo para estes Ultimos, devido ao alto custo e dificuldade em trata-los
(KARTIKA, 2015; ROSSI et al., 2017). Os corantes naturais de organismos Vivos e inorganicos
provenientes de minerais, embora se apresentem como “amigos do ambiente”, eles tém um lado
negativo por conta dos mordentes utilizados para a fixa¢do no tecido que sdo majoritariamente
sais metalicos (e.g. alimen, sulfato de cobre, sulfato ferroso, dicromato de potassio e cloreto
estanoso, entre outros) e podem causar bioacumulacdo (KUMAR; DAYAL; ONIAL, 2014,
BENKHAYA; HARFI; HARFI, 2017).

Em relacdo aos corantes sintéticos, eles sdo classificados com base em sua composicéao
quimica ou aplicacdo. (i) azos: sao os mais utilizados, apresentam croméforo com ligacdo azo
(-N = N-), sdo bem aceitos devido a resisténcia as agdes fisico-quimicas, simplicidade na
reacdo de acoplamento, variacGes estruturais e alta extingdo molar (Figura 6 A) (ONG et al.,
2010; ARACAGOK; CIHANGIR, 2013). (ii) sulfurosos: 0S quais possuem uma estrutura
altamente complexa, feita principalmente pela tionizacao de varios intermediarios aromaticos
(Figura 6 B); (iii) corantes acidos (pH 3-7): aplicados sob condic6es acidicas, eles tém uma
variedade de estruturas e complexos metéalicos, o arranjo sufonado da solubilidade em agua
(Figura 6 C); (iv) corantes dispersos: sdo insoliveis em &gua, aplicados em substratos
hidrofobicos, exigindo muita gua no processo de tingimento (Figura 6 D); (v) corantes basicos:
tém difusdo em agua quente, produzem cations para atrair carga negativa ao corante, que vém
do grupo aménio, entre outros (Figura 6 E); (vi) corantes diretos: sdo formados por varios
cromoforos, estilbeno, ftalocianina, dioxazina e outras classes quimicas menores, como

formazan, antraquinona, quinolona e tiazol (Figura 6 F); (vii) corantes de antraquinona: podem
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ser neutros, catibnicos ou anidnicos, contendo fungdes de hidroxila ou amina, sistema de anel
policondensado e outros (Figura 6 G); (viii) corantes indigoides: a principio foram extraidos de
plantas, posteriormente sintetizados em laboratorio, apresentam baixa solubilidade devido a sua
ligacdo de hidrogénio intra- e intermolecular (Figura 6 H); (ix) corantes metalicos complexos:
apresentam um &tomo de metal, geralmente metais pesados (Cr, Co e Cu), os quais oferecem
cores profundas e ajudam na fixacao; (x) corantes reativos: Sao 0S terceiros mais presentes no
mercado correspondendo a 16% do total, uma classe de corantes com grupos funcionais
especificos que atuam por ligacdo covalente com o substrato, de ampla gama de tons estaveis a
luz e resistentes a lavagem em algodao, contudo, apresenta pobre fixacdo no tecido alvo, sendo
aplicado em tecidos a base de celulose, I& e nylon (Figura 6 1) (BENKHAYA; HARFI; HARFI,
2017; CERRON et al, 2015; OLIVEIRA et al., 2016; HUNGER, 2004; GHOSH; DASTIDAR;
SREEKRISHNAN, 2016).

A industria téxtil libera grande quantidade de efluentes contendo diversos tipos de
corantes, 0s quais possuem alta salinidade e mordentes (KUMAR; DAYAL,; ONIAL, 2014;
BENKHAYA; HARFI; HARFI, 2017). Em razdo disso, as suas aguas residuais se apresentam
como um grande desafio, devido a dificuldade em trata-las e aos efeitos adversos nos leitos de
rios. Os metais pesados e a estrutura quimica dos corantes téxteis podem contribuir para a
mutacdo, alergias ou desenvolvimento de cancer nos organismos vivos. Também resistem a
agentes bioldgicos e/ou quimicos, podem causar efeitos adversos de toxicidade, blogueiam a
passagem da luz para os ecossistemas aquaticos mais profundos, diminuindo o processo de
fotossintese, levando a condigdes anaerobicas, 0 que por consequéncia leva a morte formas de
vida aquaticas, causando danos ambientais e odor desagradavel. Além do mais, 0s corantes
hidrofobicos, por ndo dissolverem em agua, exigem grande quantidade de liquido para serem
tratados, e uma porcentagem significativa de corantes permanece na agua apos o banho
(RAGHUKUMAR; D’SOUZA-TICLO; VERMA, 2008; ROSSI, et al., 2017; CERRON et al.
2015; MALINAUSKIENE et al., 2012; HUNGER, 2004; SCHNEIDER; HAFNER; JAGER,
2004; CORREIA; STEPHENSON; JUDD, 1994; CHUNG; CERNIGLIA, 1992).

Por conta disto, microrganismos com adaptacdes fisioldgicas e capazes de sintetizar
biomoléculas estaveis em situacdes adversas sdo almejados na area da biotecnologia ambiental.
Nesse contexto, os fungos marinhos podem, por consequéncia de suas adaptacdes, ser efetivos
em tratamentos de efluentes téxteis (RAGHUKUMAR; D’SOUZA-TICLO; VERMA, 2008;
TRINCONE, 2010).
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Figura 6. Estrutura quimica de diferentes grupos de corante téxtis: (A) corante azo; (B) corante
sulfuroso; (C) corante &cido; (D) corante disperso; (E) corante basico; (F) corante direto; (G) corante
antraquinona; (H) corante indigdides; (I) corante reativo.
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Compostos com capacidade de despolimerizagdo sdo 6timos agentes despoluentes, em
consequéncia do seu método de sequestramento, 0s quais convertem componentes toxicos em
ndo toxicos, sem a necessidade de remové-los do ambiente. Enzimas ligninoliticas tém
demonstrado resultados satisfatorios nesta abordagem, pois reduzem compostos aromaticos, e
dentre elas as lacases tém demonstrado participacdo ativa no processo de descoloragdo de
corantes téxteis (RAGHUKUMAR; D’SOUZA-TICLO; VERMA, 2008; NILADEVI; JACOB;
PREMA, 2008; SHRADDHA et al., 2011; VAITHANOMSAT et al., 2010; BONUGLI-
SANTOS et al., 2016). Lacases degradam corantes téxteis do tipo azo oxidando 0s grupos
fendlicos, produzindo radicais préximo a ligacdo azo, permitindo assim, que o carbono fendlico

seja atraido pela molécula de agua resultando em sua quebra (Figura 7) (MOJSOV et al., 2016).

Figura 7. Esquema de uma via geral de degradacdo de corante azo em rea¢do com lacase (LC) na

presenca de oxigénio molecular (fonte: ZUCCA et al., 2015).
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Diversos estudos tém evidenciado sucesso de lacases de basidiomicetos na descoloragéo
de corantes téxtis em distintas condicdes. Yang e colaboradores (2014) mostraram que lacase
de Cerrena sp. HYBOQ7 foi capaz de descolorir 13 corantes téxteis de diferentes classes em mais
de 50% em 24 horas, utilizando baixa concentra¢do de lacase (0,2 U/mL) em conjunto com

mediadores. Zheng et al., (2017) reportaram mais de 50% de descoloragéo de seis corante em
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48 horas, utilizando 1 U/mL de lacases de Trametes orientalis. O estudo conduzido por Kumari,
Kishor e Guptasarma (2018) com a lacase recombinante de Thermus thermophilus deixa
evidente o papel positivo de mediadores na eficiéncia da descoloragdo de corantes téxteis, o
trabalho aponta trés corantes descoloridos sem necessidade de mediadores, e outros trés, nos
quais somente ocorreu a descoloracdo na presenca dos mediadores.

Estudos também tém revelado o potencial de lacases na descoloracdo de corantes téxteis
em caldo bruto, onde foram reportadas alta porcentagem de descoloracdo em curto tempo na
presenca e auséncia de mediadores (COUTO, 2007; STOILOVA; KRASTANOV;
STANCHEYV, 2010). A descoloracdo de corantes téxteis por lacases € um fato. Entretanto, o
ritmo da descoloracgdo e capacidade para descolorir é dependente de varios fatores, tais como o
potencial redox, concentracdo da enzima, condi¢des fisico-quimicas para agdo no meio de
cultivo (temperatura, pH e mediadores), e a estrutura do corante (KUMARI; KISHOR;
GUPTASARMA, 2018; BIBI; BHATTI, 2012; MIRZADEH et al., 2014).

Além da acdo na descoloracdo e degradacdo de corantes, as lacases possuem outras
aplicacdes na industria téxtil, as quais fornecem economia de agua, de quimicos e de energia
(MOJSOV, 2014). Estas enzimas tém sido aplicadas no branqueamento de tecidos téxteis ou
no enriquecimento da tonalidade branca de tecidos a base de algodao ou 1. Podem também
auxiliar no acoplamento de corante, permitindo o desenvolvimento de novas cores, auxiliam na
fixacdo de corantes em tecidos de 1& e algoddo, séo utilizadas para prevenir o encolhimento de
I&s, podem ser empregadas em conjunto com produtos de limpeza a fim de eliminar odores e
detergentes formados durante o processo de lavagem do tecido. Além disso, lacases podem ser
usadas como enxertos biocatalidicos em tecidos de 1a, a fim de auxiliar na acdo do componente
fendlico insoluvel lauril galato (MATE; ALCADE, 2017; MOJSOV, 2014; COUTO et al.,
2006).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Caracterizar bioquimicamente as lacases de dois fungos basidiomicetos de origem
marinha e géneros homodlogos de origem terrestre a fim de determinar e comparar as
caracteristicas enziméticas dos mesmos e avaliar a eficiéncia das lacases parcialmente

purificadas na descoloracdo de corantes da inddstria téxtil.

3.2  Objetivos especificos

e Producao, purificacdo, caracterizagdo fisico-quimica e determinacdo da cinética enzimatica
das lacases produzidas pelos fungos basidiomicetos marinhos e terrestres dos géneros
Peniophora e Marasmiellus;

e Comparacgéo das propriedades bioquimicas de lacases produzidas pelas espécies de origem
marinha e terrestre;

e Avaliacdo da descoloracdo e destoxificacdo de corante téxtil pelas lacases purificadas

produzidas pelos fungos em estudo.

4. MATERIAL E METODOS
4.1  Microrganismos

Os fungos de origem marinha utilizados neste trabalho Peniophora sp. CBMAI 1063 e
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 foram isolados de esponjas marinhas coletadas no litoral norte
do Estado de Sdo Paulo (MENEZES et al., 2010) e foram identificados por Bonugli-Santos e
colaboradores (2010a). Os fungos de origem terrestre Peniophora cinerea CCIBt 2541 e
Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 foram adquiridos da Colecdo de Culturas de Algas,
Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica, Sdo Paulo (CCIBT). Todos os fungos
estudados estdo preservados por dois métodos distintos (criopreservacdo e Castellani) na
colecdo de pesquisa do Laboratério de Micologia Ambiental e Industrial (LAMAI) do Instituto
de Biociéncias da UNESP campus Rio Claro, a qual é parte da Central de Recursos Microbianos
da UNESP (CRM-UNESP).

4.1.1 Peniophora sp. CBMAI 1063

Representantes do género Peniophora sdo encontrados tanto em ambiente terrestre quanto
marinho e sdo considerados basidiomicetos de podriddo branca (ordem Russulales), com hifas
apresentando septo do tipo doliporo (TANI; FUJII; NAKAJIMA, 2001). Peniophora spp.
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podem ser isoladas de ambientes sob decomposi¢cdo tanto em solo quanto em efluentes
(SHANKAR e SHIKHA, 2012).

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 (Figura 6) isolado da esponja Amphimedon viridis
(MENEZES et al., 2010) e classificado como marinho facultativo, apresenta capacidade de
producdo de lacases em escala de Erlenmeyer e biorreator e tem demonstrando ser uma
linhagem adaptada ao ambiente marinho, devido a producéo significativa desta enzima apenas
na presenca de salinidade e sulfato de cobre, sendo a mesma estavel ao estresse térmico e de
pH (MAINARDI et al., 2018).

Figura 8. Peniophora sp. CBMAI 1063 (Fonte: autor)

Este fungo também tem demostrado capacidade em descolorir corantes téxteis: Preto
Reativo (RB) e Azul Brilhante Remazol R (RBBR) (BONUGLI-SANTOS et al., 2012, 2016).
A condicdo otimizada para a producao de lacases por esse fungo, bem como o uso das mesmas
foi patenteada (nimero do registro no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI):
BR102014008502 — SETTE et al., 2014). Em adicdo, a avaliacdo do transcriptoma do
Peniophora sp. CBMAI 1063 ap0s cultivo nas condi¢Ges otimizadas de producdo de lacase,
revelou a presenca de ao menos 0ito genes putativos, os quais podem expressar 10 diferentes
lacases (OTERO et al., 2017).

4.1.2 Marasmiellus sp. CBMAI 1062

Da ordem dos Agaricales o género Marasmiellus também possui representantes no
ambiente terrestre e marinho (MENEZES et al., 2010). O fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062
(Figura 7) foi isolado da esponja Amphimedon viridis e classificado como marinho facultativo.
Este fungo demonstrou excelente capacidade para degradar hidrocarbonetos policiclicos

aromaticos (pireno e benzo[a]pireno) (VIEIRA et al., 2018) além de ser um bom produtor de
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enzimas ligninoliticas, incluindo a lacase, e efetiva descoloracdo do corante téxtil Remazol
Briliant Blue R (BONUGLI-SANTOS et al, 2012). Poucos sdo os estudos que reportam esse

género, sendo ainda mais raros os trabalhos com representantes oriundos do ambiente marinho.

Figura 9. Marasmiellus sp. CBMAI 1062 (Fonte: autor).

4.1.3 Peniophora cinerea CCIBt 2541

P. cinerea é um basidiomiceto de podriddo branca corticioide (fungo em crosta),
presente em madeiras mortas e também em limbo de plantas lenhosas. Sdo cosmopolitas, no
Brasil alguns representantes dessa espécie foram isolados da mata costeira sob influéncia
marinha (CHAMURIS, 1991; SILVERIO et al., 2012).

P. cinerea quando mobilizado, apresenta melhor producdo de lacases em comparagéo
como a mesma cepa livre, estudos tem demonstrado que este fungo expressa pelo menos oito
lacases, com massa molecular variando entre 30-70 kDa, com toleréncia e estabilidade em meio
salino, capazes de descolorir corantes téxteis como: Azul Reativo 19, efluentes sintéticos com
Vermelho reativo 271 e também efluente natural (MOREIRA-NETO, 2012; SILVERIO et al.,
2012).

O fungo P. cinerea CCIBt 2541 (Figura 8) foi isolado de mata de restinga em Sao
Vicente — SP (informac6es cedidas pela colecdo de culturas de algas, cianobactérias e fungos

do Instituto de Botanica de S&o Paulo).
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Figura 10. Peniophora cinerea CCIBt 2541 (Fonte: autor).

4.1.4 Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388

Marasmiellus colocasiae é um tipico patdégeno da planta Colocasia escluenta (Taro ou
planta do tubérculo inhame), apresenta basidiocarpo de coloracdo branca. Esta espécie foi
isolada e identificada a partir de plantacGes de inhame no estado do Espirito Santo. Por conta
da Colocasia escluenta ser exética, oriunda da Asia, acredita-se que este fungo também tenha
sido introduzido. Contudo, de maneira geral, existem poucos estudos com fungos do género
Marasmiellus, o que impossibilita maiores inferéncias quanto a sua biologia e distribuicdo
(CAPELARI et al., 2010) .

O fungo M. colocasiae CCIBt 3388 (Figura 9) foi isolado no estado de Sao Paulo, porém

dados mais acurados sobre o isolamento ndo foram disponibilizados.

Figura 11. Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 (Fonte: autor).
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4.2  Reativacgao e cultivo em meio solido
Os fungos foram reativados e cultivados em meio sélido agar-malte contendo extrato de
malte 2,0% (w/v) e &gar-agar 2% (w/v), por 7 dias a 28°C. Ap0s verificacdo de viabilidade

celular e pureza os mesmos foram utilizados nos experimentos abaixo apresentados.

4.3  Cultivo em meio liquido

Para a producdo de lacases pelos fungos estudados foi utilizado o meio de cultura
otimizado por Sette e colaboradores (2014) para a sintese de lacase do fungo de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063 (patente depositada junto ao INPI sob o nimero do registro
BR102014008502). O meio € composto de extrato de levedura 0,20% (w/v), peptona
bacteriologica de caseina 0,27% (w/v), extrato de malte 0,14% (w/v) e glicose 0,27% (w/v). O
meio foi preparado com agua do mar artificial (ASW) adaptado de Kester et al. (1967): MgCl»
0,704% (w/v), CaCl, 0,098% (w/v), SrCl> 0,001 (w/v), NaCl 1,555% (w/v), Na2SO4 0,261%
(w/v), KCI 0,044% (w/v), NaHCO3 0,013% (w/v), KBr 0,006% (w/v) e H3BO3 0,002% (w/V),
para os fungos marinhos e com agua destilada para os representantes terrestres. Todos 0s meios
de cultivo foram suplementados com 2 mM de CuSOa.

Os quatro fungos filamentosos foram cultivados por 7 dias em replicatas de 50 mi
(n=10) em erlenmeyer de 125 mL em incubadora shaker com agitacdo de 140 rpm a 28 °C. Para
Tanto, foram utilizados 7 cilindros de agar + micélio (0,9 cm de didmetro) provenientes do meio

agar malte como indculo.

4.4  Atividade enzimatica
As atividades enzimaticas foram avaliadas por espectrofotometria UV/VIS usando 0s

substratos especificos para cada enzima avaliada.

4.4.1 Lacase (Lac)

Os testes de atividade enzimatica para lacases foram realizados utilizando o substrato
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e Siringaldazina (SYG) a 37 °C de
acordo com a metodologia descrita por Buswell, Cai e Chang (1995). A mistura continha 0,3
mL de 0,1 M de tampdo acetato de sédio (pH 5.0), 0,1 mL de 0,5 mM de solucdo ABTS ou
SYG e 0,6 mL da solucdo enzimética (caldo bruto). A oxidacdo dos substratos foi monitorada
pelo aumento da absorbancia a 420 nm (ABTS, £ =36000 M* cm™) e 525 nm (SYG, & = 65000

M cm?), apés 10 min de reacéo.
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4.4.2 Atividade enzimatica de Manganés Peroxidase (MnP)

Para identificar a atividade de MnP, utilizou-se 0 método de Wariishi, Valli e Gold
(1992) com a adig¢do de 50 uLL de H2O2 (2 mM) em 0,8 mL de tampédo malonato de sodio (60
mM; pH 4,5), 50 uL de MnSO4 (10 mM), e 0,1 mL de caldo enzimético. A formagdo do
complexo Mn*3-malonato foi acompanhada a 270 nm (g = 11590 M cm™), apds 5 min de

reacao.

4.4.3 Atividade enzimatica de Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi avaliada usando o alcool veratrilico como
substrato, a fim de oxida-lo produzindo do aldeido veratrilico produzido (e31onm= 9300M™ cr®
1. Para tanto, 0,8 mL de tampéo tartarato de sodio 125 mM pH 3,0; 0,5 mL de alcool veratrilico
10 mM; 0,5 mL de peroxido de hidrogénio 2 mM e 0,5 mL do caldo enziméatico foram
misturados. A reacgdo foi iniciada adicionando o peroxido de hidrogénio e o aparecimento do
aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbancia a 310 nm, ap6s 10 min de reacao
(ARORA,; GILL, 2001).

4.4.4 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica para Lac, MnP e LiP foi calculada conforme a equacdo 1, sendo
a unidade (U) definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 pumol de substrato
por minuto, expressa em U/L.

UL=AAxVx10°/exRxt (Equacéo 1)

Onde:
AA = Diferenca entre a absorbancia final ¢ a inicial
V = Volume da reacédo (0,001 L)
10° = Fator de converséo (de £ moles para pmoles)
e = Coeficiente de extingdo (M cm™)
R = Quantidade de caldo enzimatico (L)

T = Tempo de reacdo (min)

Os valores obtidos em U/L foram convertidos para a grandeza de U/mL para expressar
a atividade de lacases, devido ao fato da literatura consultada geralmente reportar a atividade
nesta unidade de medida, o que favorece a comparagdo dos estudos, bem como na facilidade

dos célculos durante os passos da purificacéo.
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4.5  Purificagdo e caracterizacdo bioquimica

As etapas de purificagdo e caracterizacdo foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia Farmacéutica — Faculdade de Ciéncias Farmacéutica — USP, Sdo Paulo, sob
supervisdo do professor Dr. Adalberto Pessoa Junior.

45.1 Tratamento do caldo bruto

Os caldos enzimaticos provenientes do cultivo dos quatro fungos em estudo foram
centrifugados (Centrifuga Hettich — Rotina 380R) por 15 min a 4 °C & 10.000 RPM e filtrados
em papel filtro 0,45 um. Para obtengdo de um volume final de 500 mL, tamp&o acetado de sodio
20 mM (pH 4,5) foi acrescentado ao sobrenadante, os quais foram ultrafiltrados em pelicon
com uma membrana de corte de 10 kDa. Para os fungos marinhos, o processo de ultrafiltracdo
ocorreu duas vezes, sendo adicionado tampéo acetato, trazendo até a marca de 500 mL, a fim

de remover os sais presentes no caldo bruto.

4.5.2 Visualizacdo qualitativa do perfil proteico: SDS- PAGE e revelacédo de gel nativo

A eletroforese em condicdo desnaturante foi realizada em poliacrilamida (15%) na
presenca de SDS (dodecil sulfato de sddio), a fim de exibir o padréo proteico, tanto do caldo
bruto ultrafiltrado quanto da amostra apos cromatografia de troca ibnica, sendo conduzido a
temperatura ambiente a 100 V. O gel foi montado em placas de vidro, com espessura de 1 mm.
O tampéo Tris/Glicina pH 8,3 com presenca de SDS foi utilizado para a corrida do gel. A
amostra foi aplicada a eletroforese com 15 pL do caldo enzimatico, 4 uL do tampao de amostra
¢ 0,5 uL de DTT, usando padrdo de 10 proteinas recombinantes 10-250 kDa (Precison plus
protein standards ustained, Bio-Rad). Os géis foram revelados com solucéo de coloracdo azul
Coomassie Brilliant.

O gel nativo foi confeccionado com poliacrilamida (10%) na auséncia de qualquer
agente desnaturante e submetido a 100 V a 4 °C na presenca do tampao Tris/glicina pH 8,3. O
gel foi montado em placas de vidro com espessura de 1,5 mm. A amostra foi aplicada ao gel
com 0,18 mg/mL de proteina, em 15 uL, com tampdao de amostra (azul de bromofenol, glicerol,
agua). Apos a corrida, o gel foi banhado por uma hora em tampéo acetato (100 mM) pH 5,
seguido de um banho com tampéo acetato (50 mM) pH 5,0 contendo 0,5 mM do substrato

(ABTS e SYG) até revelacdo das bandas por atividade de lacases.
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4.5.3 Teor de proteina

Para a quantificagdo de proteinas totais o reagente de Bradford (Sigma) foi utilizado.
Para construgdo da curva foram empregados 20 uL de proteina albumina do soro bovino (BSA)
em concentragdes variando de 0 a 0,2 mg/mL (0; 0,01; 0,03; 0,05, 0,1; 0,15 ¢ 0,2) diluidas em
20 mM de tampao acetado de sédio (pH 4,5), reagido com 80 pL do reagente de Bradford. A
leitura foi realizada apds o periodo de 10 min de reacdo a 595 nm (Apéndice 1).

A fim de determinar o teor de proteinas durante as etapas de purificacdo dos extratos
fungicos estudados, 20 pL das amostras e 80 pL do reagente foram utilizados conforme tempo

e comprimento de onda descritos no paragrafo anterior (Apéndices 2-5).

4.5.4 Técnicas cromatograficas

Do total ultrafiltrado concentrado (cerca de 50 mL), 1,5 mL foi submetido a
cromatografia de troca idnica (DEAE - Sepharose Fast Flow GE Healthcare 1 mL). A amostra
ultrafiltrada foi aplicada a coluna cromatografica externamente ao aparelho, por meio de bomba
peristaltica (Pharmacia LKB P-1) com fluxo de 1 mL/min. A eluicéo ocorreu pelo acoplamento
da coluna carregada ao equipamento automatizado FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) AKTA START (GE Life Sciences) equipado com detector UV (280 nm) a
um fluxo de 1 mL/min, utilizando 20 mM de tampéo acetato de sodio (pH 4,5) em gradiente do
mesmo tampao com 1000 mM de NaCl (0 a 100%), a temperatura ambiente. As fracGes
correspondentes a um unico pico foram reunidas e concentradas em 0,5 mL utilizando Amicon

de 10 kDa, este processo foi repetido cerca de 5 vezes.

4.5.5 Determinacdo dos parametros cinéticos aparente

A constante de Michaelis (Kw) e a velocidade maxima (Vmax) da reacédo catalisada pelas
lacases foram determinadas com auxilio de grafico duplo reciproco (Lineweaver—Burk) da
atividade enzimatica em funcdo da concentracdo do substrato ABTS 0,001 — 2 mM e SYG

0,001 - 0,1 mM em tampéao acetato de sodio nas condices de pH 6timo a 37 °C.

4.5.6 Temperatura 6tima e estabilidade térmica
A temperatura 6tima foi determinada incubando a enzima em tampéo acetato 100 mM
(pH 5) e o substrato (ABTS) a parte, por 10 min em temperaturas variando de 25 a 75 °C, com

intervalos de 5 °C.
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Para analisar a estabilidade térmica, a enzima foi incubada por 24hs nos valores
determinados de temperatura 6tima em reacdo com o ABTS. A atividade residual foi mensurada
nos tempos 0 (zero), 1 (uma) e 24 (vinte e quatro) horas, utilizando ABTS como substrato.

457 pH 6timo

O pH étimo foi determinado utilizando tampé&o acetato de sddio 100 mM (pH 3,5 - 5,5),
tampdo fosfato 100 mM (pH 6,0-8,0) nas condicBes de temperatura 6tima, incubando-se a
enzima em tampdo e o substrato (ABTS) a parte, por 10 min.

4.5.8 Estabilidade em NaCl e efeito de ions e outros agentes na atividade de lacases

De acordo com a temperatura e pH 6timos de cada conjunto enzimatico, tendo com
substrato o ABTS, foram realizados ensaios em diferentes concentragdes de NaCl (variando de
10 — 1000 mM) em tampé&o acetato de sodio 100 mM. Também nestas mesmas condigdes, 0
efeito dos ions Fe?*, Mn?*, Cu?*, Zn?*, Mg?*, Ca?*, AI**, e dos agentes L-cisteina e EDTA, a 10

mM, foram testados sobre a atividade enzimatica das lacases.

4.6  Tratamento de corantes téxteis
Para o teste de descoloracéo foi utilizado o corante téxtil Marinho Reativo (MR) cedido
pela empresa Texpal Quimica (Valinhos, SP). Este corante é recalcitrante e pode causar

problemas de contaminagdo ambiental.

4.6.1 Descoloracdo de corantes téxteis

Os testes de descoloracdo foram realizados com o conjunto enzimatico parcialmente
purificado dos fungos do género Peniophora e Marasmiellus em estudo, e com a enzima
comercial de Trametes versicolor (sigma) pura. Um aliquota de 0,2 U/mL do conjunto
enzimatico de lacases foi adicionado ao corante téxtil marinho reativo (pH 4,8) em concentragéo
final de 40 mg/L. A solucdo resultante da mistura (1,5 mL de solucéo final) foi incubada na
temperatura 37 °C a 100 rpm por 7 dias. O controle negativo foi preparado por adicdo da enzima
inativada por aquecimento a solu¢do com o corante. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata. A porcentagem de descoloracdo de cada amostra foi mensurada por absorbancia
no inicio e final do tempo de incubacdo, usando o espectrofotometro UV-vis a 595 nm. A

porcentagem da descoloracéo foi calculada com base na equagéo 2.
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Descoloracédo (%) = Abs inicial — Abs final x 100
Abs inicial

(Equacéo 2)

4.6.2 Teste de toxicidade: Microtox

A avaliacdo da destoxificacdo do corante marinho reativo apés sete dia de incubacdo foi
realizada por meio da andlise de toxicidade aguda em Microtox 500. A técnica consiste na
exposicao da bactéria Aliivibrio fischeri a uma amostra, a qual acusa por meio do equipamento
Microtox 500 a toxicidade, com base na luminescéncia das bactérias vivas. Para tanto, uma
suspensdo inicial da bactéria liofilizada em tampdo de reativagdo (10® células/mL) foi
preparada. Posteriormente, foi feita uma primeira diluicio da bactéria, sendo 150 pL
transferidos para 1500 puL de NaCl 2%. A partir dessa dilui¢do, 50 pL foram transferidos para
cubetas e verificada a luminescéncia da bactéria (T0). Um volume de 1250 pL da amostra foi
misturada com 125 pL de NaCl 22%, e a mistura foi utilizada para a confeccdo de diluicdes
seriadas (1:1). Para o controle foi utilizado NaCl 2%. As dilui¢Ges (450 pL) foram transferidas
para as cubetas contendo 50 pL da suspencéo celular do bioindicador. A leitura em luminémetro
foi realizada em tempos de 5 e 15 min. Os valores referente as leituras da luminescéncia da
bactéria A. fischeri foram avaliados em programa especifico do equipamento Microtox 500,
permitindo inferir o ECsp (concentracdo que inibe em 50 % a luminescéncia da bactéria).

A classificacdo de toxicidade foi realizada de acordo com Bulich (1992), com base nos
dados da Tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo das faixas de toxicidade aguda segundo Bulich (1992).

Grau de Toxicidade

ECso (%0) Classificacao
<25 Muito téxica
25-50 Téxica

51-75 Moderadamente toxica
>75 Levemente tdxica
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51  Atividade de lacases

Atividades de lacases foram detectadas nos caldos enziméticos dos fungos dos géneros
Peniophora e Marasmiellus cultivados nas mesmas condi¢Ges, porém com auséncia de
salinidade (ASW) para as espécies terrestres. As diluicbes para cada caldo bruto foram
estabelecidas de acordo com a atividade enzimética, com limite maximo de leitura de 0,500 de
absorbancia. Estas dilui¢des foram mantidas em todas as etapas das analises.

O meio de cultivo otimizado por Sette e colaboradores (2014) para o fungo Peniophora
sp. CBMAI 1063 mostrou-se eficiente para os fungos Peniophora cinerea CCIBt 2541 e
Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388, sendo as quantidades obtidas equivalentes para 0s
fungos do género Peniophora (Tabela 2, Apéndices 6-8). O extrato de malte, um dos
componentes do meio de cultura, tem se mostrado eficiente na producgéo exclusiva de lacases
(DEDEYAN et al, 2000; TAGGER et al, 1998, ZOUARI-MECHICHI et al, 2006). Para o fungo
marinho Marasmiellus sp. CBMAI 1062 a quantidade de lacase produzida foi detectada
(Apéndice 9), porém, a forte coloracdo marrom que surgiu em torno do quarto dia de cultivo,
impediu a quantificacdo acurada da enzima, sendo necessario dilui¢cbes a niveis detectaveis.
Esta coloracdo também esta presente no M. colocasiae CCIBt 2541, porém em menor
quantidade, causando menor impacto na deteccdo e quantificacdo enzimatica. Bonugli-Santos
e colaboradores (2010a) reportaram uma atividade maior de lacase (0,97 U/mL) para o fungo
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 utilizando o meio malte 2% em &gua do mar artificial apos 21
dias de cultivo, sem CuSO4. O tempo de cultivo aparentemente afeta a producgdo da enzima,
entretanto os valores obtidos foram suficientes para que as analises ocorressem.

Né&o foram detectadas atividade paras as enzimas ligninoliticas manganés peroxidade e

lignina peroxidase nos caldos brutos dos quatro fungos estudados.

5.2  Purificacdo de lacases

Os caldos brutos provenientes dos cultivos dos fungos em estudo foram submetidos a
ultrafiltracdo, para concentrar, dessalinizar, remover pigmentos e compostos com tamanhos
menores que 10 kDa. Como esperado, apés este procedimento houve aumento na concentracao
de proteinas totais em todos os caldos brutos ultrafiltrados (Tabela 2).

Este procedimento mostrou-se importante no tratamento dos caldos brutos dos fungos
do género Marasmiellus, pois removeu a pigmentacdo que interferia na determinacdo da

atividade enzimatica de lacases. Por conta disso, os valores da atividade enzimatica no caldo
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bruto, para os fungos de ambos géneros em estudo, ndo foram apresentados na Tabela 2,
considerando, assim, este como 0 passo inicial.

A ultrafiltracdo e precipitacdo por sulfato de amdnia tém sido técnicas recorrentes no
processo iniciais de purificagdo de lacases, ambas permitem alto grau de recuperacdo,
geralmente recuperando entre 70-100% da atividade inicial, entretanto valores até 50% sé&o
considerados dentro do limite para utilizacio dessas técnicas (DAASSI et al., 2013; PARK;
PARK, 2014; DEDEYAN et al., 2000; MORE et al., 2011; SI; PENG; CUI, 2013; CHEN et
al., 2013).

Tabela 2. Etapas do processo de purificagdo da lacase referente aos fungos marinhos e terrestres dos
géneros Peniophora e Marasmiellus. Atividade enzimatica com base na reacdo com ABTS.

Taxon Amostra  Volume Atividade Atividade Proteinas Recuperacdo Atividade  Fator de
(mL) (U/mL) total (V) totais (%) especifica purificacéo
(mg/mL) (U/mg)
Peniophora  Ultrafiltrado 52,00 10,60 551,20 0,18 100,00 58,80 3,80
sp. CBMAI DEAE 17,30 4,70 81,31 0,13 14,75 36,15 2,30
1063
Peniophora  Ultrafiltrado 55,00 6,40 352,00 0,22 100,00 29,00 2,60
cinerea DEAE 18,30 0,64 11,52 0,07 3,30 3,20 0,30
CCIBt 2541
Marasmiellus  Ultrafiltrado 46,00 8,10 373,00 0,47 100,00 17,00 2,00
colocasiae ~ DEAE 15,34 15,00 230,00 0,42 62,00 36,00 4,00
CCIBt 3388
Marasmiellus Ultrafiltrado 38,00 0,03 1,30 0,24 100,00 0,13 14,00
sp CBMAI DEAE 12,70 0,08 1,01 0,12 78,40 0,70 70,00
1062

O permeado obtido com a ultrafiltracdo do caldo bruto de cada fungo, em volume de 1,5
mL, a cada eluicdo, foi submetido a cromatografia de troca idnica (coluna aniénica DEAE-
sepharose FF, 1 mL), com a finalidade de eliminar proteinas que ndo apresentassem atividades
para lacase. Apds realizadas as etapas de adsorcao e eluicdo, apenas um pico foi identificado
nos cromatogramas A, B e D e dois picos no cromatograma C, conforme apresentado na Figura
12. As fracOes referentes a esses picos foram submetidas ao teste de atividade enzimatica, e
todas foram positivas para atividade de lacase. Posteriormente, as mesmas foram reunidas em
uma Unica amostra, dessalinizadas e concentradas para 0,5 mL.

Apos o processo de purificagdo por troca anibnica, a atividade especifica para os fungos
do género Marasmiellus apresentaram recuperagdo de 62,00% e 78,40% para as lacases dos

fungos de origem terrestre e marinha, respectivamente (Tabela 2). No caso dos fungos do
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género Peniophora verificou-se baixo rendimento na etapa de troca anidnica (Tabela 2). Uma
das possiveis explicacOes seria a proximidade do pH do tampédo de adsor¢cdo com o ponto
isoelétrico das lacases produzidas por estes fungos. Pelo fato de ndo termos conhecimento do
valor exato do ponto isoelétrico das amostras que estavam sendo injetadas na coluna, o tampao
e 0 valor do pH (acetato de sodio, pH 4,5) foram definidos com base em dados da literatura
encontrados para lacases fungicas, ou seja, com valores de ponto isoelétrico entre 3,5 e 4,0
(GIARDINA et. al, 2010; BALDRIAN, 2006; EGGERT et. al, 1998; TIEN; KIRK, 1884).
Outros trabalhos cientificos que abordam a purificacdo de lacases, os quais utilizaram este
tampdo na faixa de pH préximo ao relatado também foram tomados como base (GARCIA,
2006; MOREIRA-NETO, 2012; EGGERT et. al, 1995).

Figura 12. Cromatograma da troca aniénica (DEAE-Sepharose FF) de 1,5 mL do caldo bruto
ultrafiltrado concentrado Peniophora cinerea CCIBt 2541 (A); Peniophora sp. CBMAI 1063 (B);
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 (C); Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 (D).
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Os resultados da cromatografia de troca idnica revelaram baixa recuperacéo da atividade
enzimatica, principalmente para o P. cinerea CCIBt 2541 (3,30%). O perfil proteico dessas

amostras podem ser qualitativamente observados nas Figuras 13 A e 13 B. Onde, para tornar-
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se nitida a visualizacdo do perfil proteico deste fungo, seis repeticdes de cromatografia, com
atividade para lacases foram coletadas e concentradas em 0,5 mL, totalizando 0,42 mg/mL
aplicadas ao gel SDS-Page.

As fracdes coletadas apresentaram fator de purificacao final satisfatério apenas para o0s
fungos do género Marasmiellus, sendo o do Marasmiellus sp. CBMAI 1062 na grandeza de
70,00 (Tabela 2). Entre os fungos do género Peniophora, o P. cinera CCIBt 2541 apresentou o
menor fator de purificacdo, da ordem de 0,30. Porém, todas as amostras parcialmente
purificadas na cromatografia de troca idnica foram satisfatérias para as analises seguintes.

O processo de purificagdo enzimatica requer em cada passo 0 monitoramento de
proteinas e atividade da enzima de interesse, gerando custo e trabalho (GARCIA, 2006).
Lacases geralmente séo enzimas que requerem varias etapas na purificacdo, para tanto, técnicas
iniciais de filtracOes e concentracfes (Ultrafiltracdo e precipitacdo por sulfato de amonia) sdo
fundamentais. Devido ao fato das lacases serem enzimas de carga positiva, frequentemente se
inicia a etapa cromatogréafica com o método da troca anidnica, sendo as colunas mais utilizadas
DEAE (Celulose ou sepharose), Hitrap QFF, Q-sepharose (ZHENG et al., 2017; MORE et al.,
2011; DAASSI et al., 2013; MOREIRA; MILAGRES; MUSSATTO, 2014; SI; PENG; CUI,
2013; OBARA et al., 2005; BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2017). Porem, a maioria dos
processos requerem mais de um passo cromatografico, ha trabalhos que utilizam até trés a fim
de purificar a enzima (DEDEYAN et al., 2000; ZOUARI-MECHICHI et al., 2006; PARK;
PARK, 2014). O presente trabalho utilizou apenas um passo cromatografico, sendo assim, o
mesmo se apresenta como uma alternativa a reducdo tempo e custos em aplicacdes industriais.

O processo de recuperacao, bem como demais valores referentes ao monitoramento da
purificacdo (atividade especifica, fator de purificacdo, proteinas totais, atividade total) ndo séo
uniformes. Isso pode ser percebido pela anélise dos quatro fungos estudados (Tabela 2), bem
como em outros estudos (ZHENG et al., 2017; MORE et al., 2011; MOREIRA; MILAGRES;
MUSSATO, 2014; Sl; PENG; CUI, 2013; OBARA et al., 2005; BAGEWADI; MULLA;
NINNEKAR, 2017; DEDEYAN et al., 2000; ZOUARI-MECHICHI et al., 2006). Tal variagdo
é diretamente influenciada por fatores como: caracteristicas das demais enzimas presente no
extrato bruto, proximidade do ponto isoelétrico entre as proteinas, o qual deve ser levando em
conta também na escolha da coluna, as condi¢bes do ambiente de corrida, pH, composicdo do
tampao, entre outros. Park e Park (2014) recuperou cerca de 53% da atividade de lacases de
Fomitopsis pinicola apos ultrafiltracdo, e apés a troca anibnica (DEAE-Sepharose) a
recuperagao caiu para cerca de 43%, nestes processos o fator de purificagdo aumentou de 1,9

para 7,1, sendo que no passo final havia apenas 9% de rendimento com fator de purificagéo na
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ordem de 60. No entanto, Daéssi e col. (2014) recuperaram 97,5% da atividade de lacase de
Trametes sp. apos ultrafiltracdo e 78,5% apds a troca anidnica (Hitrap Q FF), aumentando o
fator de purificacdo de 1 para 5.

E importante destacar que apesar dos cromatogramas apresentados na Figura 12 (A, B
e D) mostrarem apenas um pico apés eluicdo, a eletroforese das amostras revelou a presenca de
vérias proteinas (Figura 13 A). A visualizacdo de proteinas que ndo foram detectadas nos picos
pode ter ocorrido devido ao fato de que foram juntadas amostras dos conjuntos enzimaticos
contendo lacases de trés elui¢des diferentes (1,5 mL cada), as quais foram concentradas em 0,5
mL para os fungos do género Marasmiellus e para o Peniophora sp. CBMAI 1063. Para o
fungo Peniophora cinerea CCIBt 2541 seis elui¢bes de 1,5 mL das amostras contendo as
lacases foram concentradas para 0,5 mL (Figura 13 B). Além disso, o pouco volume aplicado
a coluna pode ter resultado em um pico estreito e bem resolvido. Lacases submetidas a troca
ionica utilizando coluna DEAE (Sepharose ou celulose) podem apresentar apenas um pico com
atividade, requerendo um outro passo para a separacdo das isoformas (PARK; PARK, 2014;
OBARA et al., 2005; MOREIRA; MILAGRES; MUSSATTO, 2014; BAGEWADI; MULLA,;
NINNEKAR, 2017; AFREEN et al., 2017; PATEL et al., 2014).

Figura 13. Gel SDS-PAGE do perfil proteico dos fungos: (A) Marasmiellus sp. CBMAI 1062,
Peniophora sp. CBMAI 1063, Marasmiellus colocasiae CCIBt3388 e Peniophora cinerea CCIBt 2541,
das amostras: ultrafiltrada concentrada (U.C.) e troca ibnica 3X concentrada (T.1.). (B) Gel SDS-PAGE:
amostras de Peniophora cinerea CCIBt 2541, 1 — ultrafiltrado, 2-troca ibnica 6X concentrada.
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Sabe-se que lacases se apresentam em diversas isoformas e tamanhos, e o fato de um
microrganismo produzir mais de uma isoforma foi reportado por diversos autores (BLAICH,;
ESSER, 1975; BALDRIAN, 2006; GIARDINA et. al, 2010). O maior objetivo ao submeter um

caldo enzimatico a purificacdo € a obtencdo apenas das proteinas de interesse. Durante o
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processo de purificagdo o rendimento tende a diminuir, como apresentado na Tabela 2.
Considerando que o caldo bruto é composto por varias isoformas de lacases e que, em funcéo
disto, apresenta maior atividade enzimatica total (soma de todas as isoformas de lacases), pode-
se afirmar que este conjunto de diferentes lacases é mais atrativo para o uso industrial quando
comparado com apenas uma das enzimas puras (ZOUARI-MECHICHI et al, 2006; GARCIA,
2006; BRAZKOVA et al, 2016; RAMIREZ-CAVAZOS, 2014; GOLVEIA, 2016).

Neste contexto, os caldos brutos ultrafiltrados dos fungos compostos por mais de uma
isoforma de lacase foram submetidos a apenas uma etapa cromatogréfica, a fim de se obter o
maior nimero possivel de isoformas secretadas. Com o objetivo de avaliar esta proposicdo, o
conjunto enzimatico parcialmente purificado pela troca ibnica foi testado em gel de
poliacrilamida, mediante a técnica de zimograma para lacases, utilizando dois substratos
(ABTS e SYG), os resultados estdo apresentados da Figura 14 e revelaram atividade de duas
isoformas de lacases para o conjunto enzimatico do Peniophora sp. CBMAI 1063, utilizando a
SYG e ABTS. O fungo terrestre P. cinerea CCIBt 2541 aparentemente apresentou cinco bandas
de atividades utilizando SYG, pois em ABTS as bandas reveladas ndo apresentavam condicdes
de distincdo. De modo semelhante, a espécie marinha Marasmiellus sp. CBMAI 1062, em gel
de atividade, mostrou reacéo de duas isoformas na presenca do ABTS e apenas uma na presenca
de SYG, por outro lado, a espécie terrestre M. colocasiae CCIBt 3388 apresentou apenas uma
isoforma, em ambos o0s substratos, conforme atividade identificada no gel nativo de

poliacrilamida (Figura 14).

Figura 14 — Zimograma de lacases por atividades em SYG para as amostras do conjunto enzimatico do
Peniophora sp. CBMAI 1063 (CBMAI 1063) e Peniophora cinerea CCIBt 2541 (CCIBt 2541);
atividade em ABTS para as amostras do conjunto enzimatico do Marasmiellus sp. CBMAI 1062
(CBMAI 1062) e Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 (CCIBt 3388).
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As lacases produzidas pelo basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI 1063 nas mesmas
condicdes de cultivo do presente trabalho (otimizadas) foram investigadas por Otero et al.,
(2017) e os resultados revelaram a presenca de oito genes putativos de lacases no transcriptoma
do fungo. Moreira, Milagres e Mussato (2014) purificaram oito isoformas de lacases do isolado
de P. cinerea (CCIBt 2541), todas com caracteristicas distintas uma das outras, incluindo o
tamanho.

Portanto, a purificacdo enzimatica foi de modo parcial uma vez que haviam outras
proteinas, sem atividade para lacases, que ndo se separaram das isoformas de interesse.
Considerando que as lacases ndo estdo puras, a caracterizacdo das enzimas ocorreu de modo

aparente (app.), utilizando amostras eluidas da cromatografia de troca idnica.

5.3  Caracterizacdo aparente das lacases parcialmente purificadas

A caracterizacéo do caldo bruto ou pool enzimatico parcialmente purificado para lacases
tem sido reportada (KUMAR et al, 2016; KUMAR et al, 2012; STOILOVA; KRASTANOV;
STANCHEV, 2010; TAGGER et al, 1998), entretanto, a grande maioria caracteriza uma
isoforma, e quando ha presenca de mais de uma, comparam entre elas. Avaliacdes de lacases
geralmente mostram diferencas significativas quanto ao pH e temperatura 6tima para um
mesmo substrato, ponto isoelétrico, estabilidade térmica, cinética enzimatica, variam no grau
de glicolizacdo, peso molecular, disposicdo dos ions de cobre no sitio ativo, canal que leva ao
agrupamento de cobre T2/T3, potencial de reducdo no sitio T1, aminoacidos, cristalografia e
sequéncia génica (OTERO et al, 2017; MOREIRA-NETO, 2012; SHRADDHA et al., 2011;
MOROZOVA et al., 2007; SHLEEYV et al, 2005; XU et al, 1996). Considerando todos estes
fatores, podemos inferir que as lacases sdo distintas, ndo apresentam isoenzimas iguais em
microrganismos diferentes, isto torna impreciso comparacfes de lacases entre espécies,
permitindo apenas analisar a eficiéncia em detrimento das caracteristicas que apresentam.

Por conta disso, este trabalho se deteve em analisar as respostas dos conjuntos
enzimaticos das lacases quando submetidas a diferentes temperaturas e valores de pH, analises
da cinética enzimatica, influéncia NaCl, ions e outros compostos. Para isso, 0s conjuntos
enzimaticos, obtidos apos cultivo sob as mesmas condi¢cdes, foram parcialmente purificados e
utilizados para caracterizacdo a fim de investigar as vantagens, desvantagens e/ou

similaridades, dentro dos parametros anteriormente citados.
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5.3.1 Cinética enzimatica aparente

A cinética enzimatica permite entender o mecanismo das enzimas, oferecendo
condicBes para determinar a velocidade da reacdo e como ela se modifica em respostas as
mudancas impostas (NELSON; COX, 2014, p. 200-213). A caracterizacdo aparente do
conjunto enzimatico dos quatro fungos estudados revelou um Ku semelhante a outras lacases,
para 0 mesmo substrato (Tabelas 3 e 4). Mesmo estando em conjunto com outras enzimas, de
acordo com estas analises comparativas, percebe-se que as demais enzimas presentes podem
ndo interferir na cinética das lacases, isto pode ser evidenciado quando analisamos a cinética
das lacases do P. cinerea CCIBt 2541 (Km 15,4 uM) com a isoforma pura caracterizada, por
Moreira, Milagres e Mussatto (2014), onde para 0 mesmo substrato, a isoforma mais abundante

apresentou Km de 15,6 uM, ¢ demais isoformas também com valores proximo a este.

Tabela 3. Cinética enzimatica aparente em reacdo com diferentes substratos

Fungo Substrato
ABTS Siringaldazina
Kwm app. Vmax app. Kwm app. Vmax app.
(uUM) (umol/min) (uUM) (wmol/min)
Peniophora sp. CBMAI 1063 47,1 0,00017 5,6 0,000061
P. cinerea CCIBt 2541 15,4 0,00011 1,5 0,000038
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 70,9 0,00025 1,5 0,000017
M. colocasiae CCIBt 3388 42,7 0,00017 0,9 0,000016
Trametes versicolor* 64,5* 0,00018* 13,9* 0,000016*

* Os valores cinéticos para T. versicolor ndo sdo aparentes, representam valores para a enzima pura.

Esta constante diz respeito da concentracdo do substrato na qual a reacdo acontece na
metade da velocidade maxima e pode significar uma maior afinidade da enzima pelo substrato,
0 que viabiliza o célculo da concentracao do substrato necessario, em determinado tempo, para
saturar todos os sitios ativos da enzima (WILSON; WALKER, 2010, p. 585). Os basidiomicetos
terrestres (P. cinerea CCIBt 2541 e M. colocasiae CCIBt 3388) apresentaram menor Ky em
comparacdo com as espécies de origem marinha (Peniphora sp. CBMAI 1063 e Marasmiellus
sp. CBMAI 1062), conforme demonstrado na Tabela 3.

Em cinética enzimética a velocidade maxima (Vmax) diz respeito a velocidade inicial
quando todos os sitios ativos da enzima estdo ocupados, ou seja, quase todas as enzimas estao
no complexo enzima-substrato (ES) (WILSON; WALKER, 2010, p. 584-585). Os resultados
de Vmax demonstraram que as lacases da espécie terrestre do género Penhiophora mais

rapidamente se satura na presenga do ABTS e SYG. O mesmo ocorre para as lacases dos fungos
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do género Marasmiellus, a espécie terrestre apresenta menor valor de Vmax, embora o valor da
Vmax €M reacdo com o ABTS sejam praticamente iguais para ambos fungos deste género.
Poucos trabalhos relatam a Vmax para as enzimas. Dentre os trabalhos listados na Tabela 4,
apenas o reportado por Stoilova, Krastanov e Stranchev (2010) e Garcia (2006) apresentam esse
dado, sendo que o primeiro assinala um valor, porém ndo hd como se identificar a unidade
utilizada para mensurar, e o segundo aponta 238,4 umol.min™ para a Lac 2, uma das isoformas

purificadas.

Tabela 4. Constante de Michaelis-Menten de lacases em diferentes basidiomicetos utilizando ABTS
como substrato.

Fonte de Lacases Kwm (uM) Referéncia
ABTS SYG
Trametes versicolor 46,0 14,8 STOILOVA; KRASTANOV;,
104,7 17,4 STANCHEV,, 2010
Trametes orientales 333,0 - ZHENG et al, 2017
Pleurotus ostreatus 13,0 51 KUMAR et al, 2012
Pleurotos ostreatus 46.510,0 - PATEL et al, 2014
PyCnoporus sanguineus 6,0 i RAMIREZ-CAVAZOS et al,
12,0 2014
Pycnoporus sanguineus 58,0 8,3 GARCIA, 2006
Peniophora cinerea %gg - MOREIRA, MILAGRES;
156 MUSSATO, 2014

Os valores cinéticos da lacase comercial de T. versicolor sdo similares aos dos conjuntos
enzimaticos estudados, sendo que os valores cinéticos de Km em SYG sdo maiores que 0s dos
demais fungos e o Kwu superior as lacases dos fungos do género Peniophora e M. colocasiae
CCIBt 3388 em reacdo com o ABTS, conforme Tabela 3. Com excecéo de Stoilova, Krastanov
e Stranchev (2010) tabela 4, 0 Vmax diz respeito apenas a uma isoforma purificada, corroborando
com a hipdtese de que a presenca de outras enzimas no conjunto enzimatico das lacases podem

nao interferir na cinética da enzima sobre determinado substrato.

5.3.2 Temperatura e pH 6timos

A temperatura e pH 6timos de atividades para as lacases das espécies marinha e terrestre
do género Peniophora foram iguais: 55°C e pH 4 para ABTS e 5,5 para SYG. Isoenzimas de
lacases destas espécie ja foram caracterizadas, e assim como demonstrado por Mainardi e

colaboradores (2017) para a principal lacase do Peniophora sp. CBMAI 1063, acima de 60 °C
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a proteinas comeca a perder a estabilidade, apresentando baixa atividade e perdendo-a
totalmente a 70 °C (Figura 15 A, B e E). Estes pesquisadores determinaram o pH 5 como 6timo
para esta isoenzima, tendo SYG como substrato, entretanto, o testes por eles realizados
utilizaram a variagcdo de 1,0 no valor da grandeza do pH, enquanto que o presente trabalho
realizou a cada 0,5.

E de comum entendimento que os valores de pH 6timos variam conforme o substrato,
disponibilidade de oxigénio e tampdo (DESAI; NITYANAND, 2011; TAGGER et al, 1998).
Moreira-Neto (2012) caracterizou oito isoformas de lacases do fungo P. cinerea usando ABTS
como substrato. Apenas duas isoformas apresentaram pH igual a 2,6 e a principal enzima
apresentou pH 4. Para os fungos do género Marasmiellus de origem marinha e terrestre, o pH
otimo foi 5 (ABTS) e 6,5 (SYG), respectivamente. Contudo, a temperatura 6tima para a espécie
terrestre foi de 50 °C, enquanto que para a espécie marinha foi de 55 °C (Figura 15 C, D e F).
Os valores de pH e temperatura estdo dentro dos valores reportados para lacases fungicas,
atividades enzimaticas em pH acidos e temperatura entre 50-70 °C (ZHENG et al., 2017).

Embora haja determinacdo da temperatura e pH 6timo para lacases e enzimas de modo
geral, nem sempre os valores encontrados s@o aplicados no ambiente alvo. Isto pode ocorrer
por causa de fatores, tais como: o pH ser variavel conforme o substrato, temperatura na qual
permita estabilidade para a enzima, dentre outras variaveis como condigdes ndo manipulaveis
do ambiente alvo. A maioria dos trabalhos procura aplicar lacases em condicdes de pH variando
entre 3,5-5,5 e temperatura aproximadamente de 30-40 °C (YANG et al., 2014; KUMAR et al.,
2012; RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014; MANAVALAN et al., 2013; ZHENG et al., 2017).
Ha estudos que aplicam a enzima nas condi¢des Otimas encontradas, contudo, isso vai depender
da estabilidade da mesma (AFREEN et al., 2017; KUMARI; KISHOR; GUPTASARMA,
2018).
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Figura 15. Caracterizacdo do pH 6timo aparente das lacases dos fungos marinhos e terrestres do género:
(A) Peniophora para ABTS, (B) Peniophora para SYG, (C) Marasmiellus para ABTS, (D)
Marasmiellus para SYG; e temperatura 6tima aparente das lacases dos fungos marinhos e terrestre do

género: (E) Peniophora, (F)Marasmiellus.
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5.3.3 Estabilidade Térmica

As lacases dos basidiomicetos do género Marasmiellus apresentaram tolerancia maior
a temperatura, em relacdo as lacases dos fungos do género Peniophora. Aos 75 °C ambos
conjuntos enzimaticos apresentaram atividade, sendo a do fungo terrestre 8,5% em relacdo a
propria temperatura 6tima (Figura 15 F).

A estabilidade térmica dos conjuntos enzimatico em anélises nas temperaturas 6timas
mostraram auemnto da atividade enzimética ap6s uma hora para os fungos Peniophora, sendo
que P. cinerea CCIBt 2541 alcancou 132%, enquanto que o Peniophora sp. CBMAI 1063
chegou a 114%. Entretanto, apds o periodo de 24 hs a espécie marinha apresentou
aproximadamente 20% da atividade residual, enquanto que para o exemplar terrestre este valor
foi de 10% (Figura 16 A). O mesmo ocorreu para os fungos do género Marasmiellus. O
exemplar terrestre M. colocasiae CCIBt 3388 mostrou aumento da atividade, chegando a 121%
apos uma hora, e atividade residual de 10% ap0s 24 hs. Para as lacases do Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 de origem marinha, o periodo de um hora é o periodo da meia vida da atividade
de suas lacases, 50% da atividade foi observada neste tempo e ap0s 24 horas, apresentou apenas
3% da atividade residual (Figura 16 B).

Figura 16 — Estabilidade dos conjuntos enzimaticos de lacases para os fungos (A) Peniophora e (B)

Marasmiellus em temperatura 6tima, utilizando ABTS como substrato.
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A estabilidade térmica das lacases esta atrelada a varios fatores, tais como: ligacdes de
hidrogénio e interacBes hidrofobicas na estrutura quimica da molécula, quanto maiores esses
fatores, mais estavel serd a enzima; residuos carregados positivamente também confere maior

resisténcia, bem como o empacotamento da enzima, quanto maior a densidade, maior a



51

resisténcia, a presenca da prolina também parece dar resisténcia térmica e um dos fatores mais
influenciavel é a porcéo glicosidica das lacases, quanto maior a porcentagem de carboidratos,
mais estavel é a enzima (CLAUS, 2004; ENGUITA et al., 2003).

5.3.4 Efeito de ions, de um aminoacido e um agente quelante sobre a atividades de
lacases

Em todos os conjuntos enzimaticos, ndo foi observada a atividade em presenca de EDTA
e L-cisteina (Figura 17). Este efeito era esperado, uma vez que o EDTA é um agente quelante,
age quelando ions metélicos. Nas amostras de lacases, ele sequestra os ions cobres, o qual é
essencial para a reacdo enzimatica, impedindo a ocorréncia da reagdo, evidenciando assim, que
elas sdo metaloenzimas e que o Cu?* é necessario para a reacdo (GAUR; NARASIMHULU;
PYDISETTY, 2018; FANG et al., 2012). A L-cisteina & um inibidor tipico de moléculas de
fendis oxidases ou semelhantes, é um agente redutor, ocasiona a reduc¢éo do substrato oxidado
pelas lacases, esta inibicdo € previsivel e evidencia a presenca do aminoacido cisteina,
mostrando ser ele essencial no sitio ativo das lacases, isto € inerente a qualquer tipo de lacase
(SHIN e LEE, 2000; GOLVEIA et al., 2016).

Metais pesados sdo contaminantes comuns dispersos no ambiente. Eles podem afetar a
producdo, acdo e/ou estabilidade de enzimas, por conta disso, a necessidade de estuda-los a fim
de inferir sobre a habilidade das lacases em suportar a presenca deles na forma de ions (ZHENG
et al., 2017). O conjunto enzimatico do P. cinerea CCIBt 2541 apresentou melhores resultados
guanto a exposicdo aos ions estudados, em comparacdo com o conjunto do Peniophora sp.
CBMAI 1063, houve ativagdo da atividade para os ions Zn®* (148%), Mg?* (145%) e Ca** (110
%), estes ions também ndo causaram inibicdo expressiva ao conjunto enzimatico do Peniophora
sp. CBMAI 1063, sendo atividade verificada em presenca dos ions Zn** de 93%, Mg?* de 89%
e Ca** de 61%, conforme demonstrado na Figura 17 A. Estes valores sdo distintos para os
reportados por Christhopher, Yao e Ji, (2014) que afirmam que os ions Zn?*, Mg?*, Ca?*, inibem
a atividade de lacase. Porém, Kumar et al., 2018 também observou o efeito de enriquecimento
da atividade de lacases de Pandoraea sp. ISTKB pelo ion Mg?* e 0s mesmos relacionam outros
trabalhos com resultados similares. Chatha, Asgher e Igbal, (2017) também reporta inibi¢éo do
Zn?* sobre a atividade de lacases e ativacdo da atividade por Mn?* e Cu?*, diferentemente do

observado para o conjunto enzimatico dos fungos Peniophora.
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Figura 17 — Efeito de ions metalicos, agente quelante (EDTA) e do aminoacido (L-cisteina) sobre a
atividade enzimatica dos conjuntos de lacases dos fungos do género em estudo: (A) Peniophora e (B)

Marasmiellus.
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Analises do conjunto enzimatico dos fungos do género Marasmiellus revelaram que

para a especie terrestre M. colocasiase CCIBt 3388 parece seguir as observacfes apontadas

anteriormente pelos autores, no que diz respeito a inibicdo das lacases pelos ions Zn?*, Mg?* e

Ca?*. Por outro lado, para as lacases desse isolado 0 Mn?* aumentou a atividade, alcancando

117% de atividade relativa. As lacases da espécie marinha apresentou estabilidade maior frente

a todos os ions testados. Na concentracdo de 10 mM a atividade relativa ficou em torno dos

90%, havendo aumento da atividade na presenca do A" (126%). Ambos conjuntos enzimatico

das espécies do género Marasmiellus sdo significativamente diminuidas pelos fons Ca?*
Marasmiellus sp. CBMAI 1062 (46%) e M. colocasiae CCIBt 3388 (44%) (Figura 17 B).
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Conforme demonstrado na Figura 17, houve forte inibicdo pelo fons Fe?* para ambos conjuntos
enzimaticos dos fungos Peniophora e pouco efeito negativo sobre o conjunto enzimatico dos
Marasmiellus. A acdo de ions metélicos sobre a atividade de lacases varia para isoformas de
lacases, ndo podendo ser postulada uma regra de acdo (DURAN et al., 2002; NILADEVI,
JACOB; PREMA, 2008; YOUNES; SAYADI, 2011; YANG et al., 2014; JAFARI et al., 2017)

5.3.5 Efeito do NaCl nas lacases

A &gua do mar tem cerca de 510 mM de NacCl, sal que representa 85% dos sais presente
no mar (CASTRO; HUBER, 2008, p.44). Devido ao fato dos fungos Peniophora sp. CBMAI
1063 e Marasmiellus sp. CBMAI 1062 serem de origem marinha, partimos da hipotese de que
as lacases produzidas pelos mesmos seriam mais resistentes a salinidade. Dessa forma, 0s
fungos de origem marinha foram cultivados em agua do mar artificial, a fim de mimetizar o
ambiente natural destes microrganismos.

Todos os conjuntos enzimaticos analisados mostraram semelhanca no perfil de
tolerancia a salinidade (Figura 18). Além disso, em comparacdo com a atividade inicial,
utilizando 0,0015 U/mL de lacases dos fungos do presente estudo, a atividade enzimatica ficou
abaixo de 20% na molaridade da &gua marinha (510 mM). A concentracdo enzimatica pode ser
um fator influente, pois de acordo com Moreira-Neto (2012) a analise da resisténcia de 0,5
U/mL de lacases do P. cinerea ao NaCl comparada com duas lacases comerciais, revelou que
47% de atividade se mantinha a 1000 mM, frente a 16 e 25% das lacases comerciais.

Percebe-se que a enzima tem maior preferéncia para agir em meio sem sal, pois na
concentracdo de 10 mM ja ha queda da atividade enzimatica de todos 0s conjuntos enzimaticos
analisados (Figura 18). Dentre os conjuntos enzimaticos dos fungos Peniophora estudados, a
concentracdo de NaCl na qual 50% da atividade inicial é observada (lso), foi melhor para o P.
cinerea CCIBt 2541 (Iso entre 50 a 100 mM). As lacases desse fungo também apresentaram
melhores resultados de resisténcia com o aumento da concentracdo do sal (Figura 18 A). As
lacases do Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentaram Isq entre as concentragfes de 10-50 miM,
conforme demonstrado na Figura 18 A. De igual forma, nesta faixa de concentracdo estdo os
Iso dos conjuntos enzimaticos dos fungos do género Marasmiellus. A 1000 mM as lacases do
fungo marinho Marasmiellus sp. CBMAI 1062, apresentou 14% de atividade em relacdo a
inicial, apresentando maior atividade em comparacdo ao homologo terrestre e aos fungos do
género Peniophora. As lacases deste fungo também apresentaram menor variagdo de atividade
entre as concentracGes de 600 — 1000 mM (apenas 1%), conforme demonstrado na Figura 18
B.
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Figura 18. Efeito das concentracdes de NaCl na atividade dos conjuntos enzimatico de lacases: (A)
fungos marinho e terrestre Peniophora sp. CBMAI 1063 e Peniophora cinerea CCIBt 2541, (B) Fungos
marinho e terrestre Marasmiellus sp. CBMAI 1063 e Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 e (C) lacase

comercial pura do fungo terrestre Trametes versicolor.
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A fim de comparar o efeito do NaCl sobre as lacases estudadas, a enzima comercial pura
de Trametes versicolor, um fungo de origem terrestre, foi testada e mostrou pouca tolerancia a
salinidade (Figura 18 C). Em 50 mM apenas 23% da atividade foi observada, isso mostra
consideravel sensibilidade dessa enzima ao sal, apresentando um comportamento semelhante
as lacases do fungo M. colocasiae CCIBt 3388. Este resultado revela que os conjuntos
enzimaticos dos fungos analisados apresentam maior tolerancia ao sal do que a lacase de T.
versicolor comercialmente utilizada.

A diminuigdo da atividade de lacases pelo NaCl, bem como, o fato da atividade entre
100 e 1000 mM ndo decrescer de forma proporcional ao aumento da concentragdo salina (Figura
8), pode ser explicado pelo fato dos CI" causarem perturbacdo no fluxo da transferéncia de
elétrons obtidos do substrato. Pois, por serem altamente eletronegativos os ions CI se ligam aos
aminoacidos positivamente carregados, responsaveis pela transferéncia dos elétrons
provenientes do sitio T1 para o T2/T3. Alem disso, aparentemente lacases possuem um
diametro definido neste percurso, e isto varia entre as isoenzimas, fazendo com que o0 aumento
da concentracdo de sal gere saturacdo neste canal, tornando desproporcional a relagdo entre
concentracdo de sal e a diminuicdo da atividade (XU, 1996; MOREIRA; MILAGRES;
MUSSATTO, 2014; SHLEEV et al, 2005; CHRISTOPHER et al., 2014).

Cabe destacar que em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa foi constatado que o
fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 produz quantidades significativas de
lacases apenas na presenca de salinidade (ASW) e CuSOs, revelando a sua adaptacdo ao
ambiente marinho (MAINRADI et al., 2017). Em adicdo, experimentos realizados pelo nosso
grupo de pesquisa mostraram que, embora o fungo de origem terrestre P. cinerea CCIBt 2541
cresca em salinidade, ele ndo tolera a adicdo do CuSOa. Além disso, o fungo M. colocasiae ndo
apresentou crescimento em condicdes salinas. Estes resultados evidenciam a importancia dos

fungos de origem marinha em processos salinos.

5.4  Descoloracéo e destoxificacdo do corante téxtil marinho reativo

O corante téxtil marinho reativo BF-V 130% (MR) (Figura 19) foi fornecido pela
empresa Texpal Quimica Ltda (produto 03.53.129) e sua degradacdo foi testada para o0s
conjunto enzimatico de lacases dos fungos P. cinerea CCIBt 2541, Peniophora sp. CBMAI
1063, M. colocasiae CCIBt 3388 e da lacase comercial pura de Trametes versicolor. Por ndo
haver volume enzimatico suficiente de lacases produzidas pelo fungo Marasmiellus sp. CBMAI

1062, estas ndo foram testadas quanto ao potencial de descoloragdo do corante MR.
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Figura 19 — Estrutura quimica associada do corante téxtil marinho reativo (Fonte: SIGMA-ALDRICH).
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fungos em estudo mostraram, apds 7 dias de cultivo, descoloracdo acima de 60% pela acdo das
lacases dos fungos do género Peniophora, com melhor acdo para descoloracdo pelas enzimas
do P. cinerea CCIBt 2541 (67%), enquanto que as do Peniophora sp. CBMAI 1063 descoloriu
61% (Figura 20). As lacases do representante terrestre M. colocasiae CCIBt 3388 apresentaram
apenas 27% de descoloracdo apos 7 dias de incubacéo. A lacase comercial pura do T. versicolor
apresentou resultado de descoloracéo de 66%, similar aos resultados observados para os fungos
do género Peniophora (Figura 20). Analises estatistica, pelo teste de Tukey (p<0,05), mostram
ndo haver diferenca significativa entre o processo de descoloracéo do corante MR pelo conjunto
enzimatico dos fungos do género Peniophora e da amostra comercial T. versicolor, utilizada
como parametro de comparacdo, (referéncias A do grafico). Entretanto, as amostras do M.
colocasiae CCIBt 3388 apresenta diferenca para este parametro estatistico (referéncias B do
gréfico), evidenciando que as lacases deste fungo, agem de maneira distinta das demais no

processo de descoloracdo do corante MR.

N&o ha relatos na literatura do tratamento deste corante por outras lacases, mas o fato
das lacases em conjunto com outras enzimas mostrarem eficiéncia na descoloracdo de corantes
téxtil, tal qual a enzima pura, evidencia o potencial das lacases para agir sobre determinado
substrato, mesmo estando em conjunto com outras proteinas. No processo de descoloragéo, o
corante em estudo de cor azul e muda para uma coloracdo proxima ao rosa e entdo vai se
tornando, conforme o decorrer do tempo, cada vez mais transparente. Bonugli-Santos et al.,
(2016) em estudo de descoloracdo do corante Preto Reativo 5 (PR5) pelo fungo Peniophora sp.
CBMAI 1063 identificaram um processo semelhante ao visualizado no presente trabalho para
0 corante MR. Nas primeiras 24 hs de cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 em

solugéo contendo o corante PR5 o meio extracelular apresentou coloracdo roxa, a qual com o
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tempo foi decrescendo até o momento da descoloragdo. Os autores atribuiram a alteracdo da
cor nas primeiras 24 hs a alta agdo oxidativa, ocasionando a reducdo das ligacGes azo, porém,
permanecendo ainda intermediarios da reagdo. Logo ap0s este periodo houve a descoloracdo
por conta da reducdo destes intermediarios. Entretanto, 0s autores sugerem que este processo
ocorreu devido a acdo de MnP. Porém, no presente estudo ndo foi identificado nenhuma outra
enzima ligninolitica além de lacases e o teste com resultado semelhante (Figura 20), usando
lacase comercial pura de Trametes versicolor, fortalece a proposicdo da acdo somente das
lacases no processo de descoloragéo do MR.

Figura 20 — Descoloragdo do corante téxtil marinho reativo pelo conjunto enzimético de lacases dos
fungos marinho e terrestre do género Peniophora, do fungo terrestre Marasmiellus colocasiae CCIBt
3388 e da lacase pura comercial de Trametes versicolor.
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Dos fungos analisados, apenas o0 M. colocasiae CCIBt 3388 nédo apresenta registro de
descoloracdo de corantes téxteis em literatura, quer seja por acéo de suas enzimas, ou do fungo
diretamente aplicado. Fungos do género Peniophora apresentaram resultados relevantes quanto
a descoloracao de corantes téxteis. O Peniophora sp. CBMAI 1063, em estudos conduzidos por
Bonugli-Santos et al., (2016) mostraram eficiéncia na degradacdo do corante preto reativo 5
(reactive black 5), com taxa de descoloracdo de 94% em sete dias. Estudos realizados por
Moreira, Milagres e Mussato (2014), mostraram que lacases do P. cinerea foram capazes de
descolorir até 77% o corante téxtil azul reativo 19 (reactive blue 19) em 3 dias, utilizando 1

U/mL de lacases, em reacdo contendo tampéo e mediadores redox.
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Embora o tempo de sete dias seja longo para o tratamento do corante, a dosagem da
enzima parcialmente purificada usada na reacdo de descoloracéo, foi baixa (0,2 U/mL), quando
comparada a outros trabalhos (LIU., et al., 2015; YAMAK et al., 2008; WANG et al., 2010;
ZHENG et al., 2017; FANG et al., 2012). Além disso, as reacBes ocorreram na auséncia de
tampé&o e de forma livre, enquanto que muitos trabalhos aplicam a enzima de forma imobilizada,
e também ndo se usou mediador redox, que geralmente proporciona maior eficiéncia na
descoloracio (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2012; ZOUARI-
MECHICH et al., 2006; BIBI; BHATTI, 2012; MOREIRA; MILAGRES; MUSSATTO, 2014).
Lacases de T. versicolor apresentaram 66% de descoloracdo do corante laranja &cido 52 (Acid
Orange 52) em 6 h, porém foi utilizado 11,4 U/mL da enzima de forma imobilizada na presenca
de tampdo (YAMAK et al., 2008). A lacase comercial de T. versicolor na auséncia de
mediadores ndo foi capaz de descolorir o corante preto reativo 5 (reactive black 5),
concentracdo da enzima néo especificada (BIBI; BHATTI, 2012). No que diz respeito a pureza
das lacases em aplicacdo de descoloracdo de corantes téxtis, isoformas puras ndo tém
demonstrado bons desempenhos quando comparadas com o caldo bruto, contendo outras
enzimas (ZOUARI-MECHICH et al., 2006).

Testes de toxicidade aguda realizados pelo Microtox 500, revelaram aumento da
toxicidade, com base no ECso (concentracdo que inibe em 50% a luminescéncia da bactéria
Aliivibrio ficheri), na descoloracdo do corante marinho reativo pelo conjunto enzimatico do
fungo Peniophora sp. CBMAI 1063, apresentando nivel muito toxico (ECso = 3,39%),

conforme demonstrado na Tabela 5

Tabela 5. Concentragdo efetiva (ECsq) de A. fischeri, apds 15 min de exposi¢do do conjunto enzimatico
das lacases com o corante marinho reativo (40 mg L™).

Peniophora sp P. cinerea M. colocasiae )
CBMAI 1063  CCIBt 2541 CcCIBt 3388  T.versicolor

Controle
negativo (%) 10,37 19,54 26,66 9,04
(o)
ECs0 (%) 3,39 20,01 12,38 9,34
Desvio padréo +0,78 +2,7 +2,96 +0,34

Por outro lado, os ensaios do conjunto enzimético do P. cinerea CCIBt 2541 (0 que
apresentou maior descoloracdo) levando em consideracdo o desvio, ndo apresentou maior
toxicidade apds o tratamento, exibindo a mesma taxa de antes do tratamento, porém, sendo
ainda considerado muito toxico (ECso = 20,01%) (Tabela 5). O M. colocasiae CCIBt 3388
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também mostrou-se mais toxico apds o tratamento, tomando o controle negativo como
parametro de comparacdo, com ECso de 12,38%. A lacase pura do T. versicolor também néo
apresentou destoxificacdo, sendo o ECso da amostra (9,34) praticamente igual ao controle
(9,04), isto reafirma que o conjunto enzimatico em compara¢cdo com uma enzima pura pode ndo
apresentar diferenca neste tipo de aplicacdo biotecnoldgica.

Estudos tém revelado que nem sempre é possivel destoxificar uma amostra de corante
ou até mesmo efluente apesar de haver a descoloracéo, devido a fatores como a composicao do
corante ou a sensibilidade do microrganismo teste a solugcdo proteica (PEREIRA et al., 2009;
FORGACS; CSERHATI; OROS, 2004). Champagne e Ramsay (2010) mostraram que lacases
de T. versicolor imobilizadas e livres descoloriram os corantes indigo e antraquinona, tendo
significancia na descoloracdo do primeiro, porém, ndo havendo destoxificacdo no segundo.
Resultados negativos para destoxificacdo sdo poucos relatados, por haver poucos estudos
testando essa variavel. Khlifi e colaborades (2010) relataram que o caldo bruto de Trametes
trogii aplicados em efluentes de corantes téxteis, apresentou descoloracéo apenas na presencga
de mediadores, ndo sendo capaz de destoxificar o efluente em diferentes concentracfes. Além
disso, a acdo das enzimas sobre o composto alvo, pode quebra-lo, gerando produtos ainda mais
toxicos do que a propria molécula do poluente inicial (CATHERINE; FREDERIC;
PENNINCKX, 2016; CHHABRA; MISHRA; RAMASWAMY, 2015).

6. CONCLUSOES

O meio de cultivo otimizado por Sette e colaboradores (2014) para producéo de lacases
mostrou-se adequado para 0s quatros fungos analisados, com auséncia de salinidade para os
fungos de origem terrestre. A purificacdo de modo parcial com caracterizacdo de modo aparente
(app.), foi realizada apenas levando em conta a cromatografia de troca idnica.

O estudo comparativo das lacases parcialmente purificadas, mostrou que o conjunto
enzimatico de lacases da espécie terrestre P. cinerea CCIBt 2541, apresentou melhor resultado
que o do marinho Peniophora sp. CBMAI 1063. P. cinerea CCIBt 2541 apresentou mais
isoformas de lacases, um menor K, as lacases foram mais resistentes a influéncia do NaCl,
apresentaram ativacdo pelos ions Zn?*, Mg?* e Ca? e melhor descoloracéo e destoxificagdo do
corante téxtil marinho reativo. Quanto aos conjuntos parcialmente purificados das lacases dos
fungos do género Marasmiellus, as lacases do fungo de origem marinha Marasmiellus sp.
CBMAI 1062 apresentaram melhor eficiéncia ante o efeito do NaCl e aos ions metalicos, sendo

a atividade enzimatica ativadas pelos fons Zn?*e AIP*. M. colocasiae CCIBt 3388 apresentou
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maior Ky, para ambos os substratos. Entretanto, os fungos de origem terrestre P. cinerea CCIBt
2541 e M. colocasiae CCIBt 3388 ndo se desenvolveram no meio salino, nas condigdes
estudadas, o que indica a inviabilizacdo da aplicacdo dos mesmos em processos ou ambientes
salinos.

De modo geral, as caracteristicas cinéticas dos fungos analisados sdéo muito semelhantes
entre si para 0 mesmo género, principalmente para os fungos Peniophora, pois apresentaram
pH 6timo e temperatura 6tima iguais, producdo de lacases e mesmo padrdo de atividade em
respostas ante influéncias dos ions e agentes testados, bem como descoloracgao do corante téxtil.
Os fungos Marasmiellus, de similaridade apresentaram apenas 0 mesmo pH étimo para ambos
0s substratos testados.

Por conta do conjunto enzimatico parcialmente purificados de todos os fungos analisados
ndo apresentarem atividades para as enzimas ligninolitica MnP e LiP, acredita-se que apenas as
enzimas lacases agiram no processo de descolorac¢do do corante marinho reativo.

Os resultados do presente trabalho contribuiram para o conhecimento de laccases de
basidiomicetos de origem marinha e abrem novas perspectivas para o estudo das lacases de
origem marinha e terrestre, incluindo a caracterizacdo molecular das mesmas, a avaliacdo do

potencial de oxidacéo e aplicacdes biotecnoldgicas.
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Apéndice 1. Curva de Bradford, plotado com concentragdes de BSA variando de 0 a 0,2 mg/mL em

tampao acetato, com relagdo do volume de 20ulL amostra para 80uL reagente.

Absorbancia (595 nm)
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Apéndice 2. Absorbancia da reacdo do caldo bruto, ultrafiltrado concentrado (*diluida 1,6 X),
ultrafiltrado permeado 1 e 2 e troca ibnica (*diluida 1,6 X) do Peniophora sp. CBMAI 1063 com o
reagente de Bradford (Sigma).

Proteinas totais Absorbancia (595)

Amostra I I Il Média
Caldo Bruto 0,069 0,069 0,096 0,078
*Ultrafiltrado concentrado 0,127 0,125 0,127 0,126
Ultrafiltrado Permeado 1 0,001 0,003 0,005 0,003
Ultrafiltrado Permeado 2 0 0 0 0
*Troca lonica 0,184 0,179 0,183 0,182

Apéndice 3. Absorbéancia da reacdo do caldo bruto, ultrafiltrado concentrado (*diluida 1,6 X),
ultrafiltrado permeado e troca ibnica do Peniophora cinerea CCIBt 2541 com o reagente de Bradford

(Sigma).

Proteinas totais Absorbancia (595)

Amostra I I Il Média
Caldo Bruto 0,151 0,176 0,159 0,162
*Ultrafiltrado concentrado 0,155 0,157 0,153 0,155
Ultrafiltrado Permeado 1 0,002 0,003 0 0
Troca l6nica 0,142 0,169 0,134 0,15




78

Apéndice 4. Absorbancia da reacao do caldo bruto, ultrafiltrado concentrado (*diluida 5 X), ultrafiltrado
permeado e troca ibnica (*diluida 5 X) do Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 com o reagente de

Bradford (Sigma).
Proteinas totais Absorbéancia (595)
Amostra I I Média
Caldo Bruto 0,111 0,107 0,126 0,115
*Ultrafiltrado concentrado 0,104 0,110 0,100 0,105
*Troca l6nica 0,181 0,194 0,188 0,188

Apéndice 5. Absorbancia da reacdo do caldo bruto, ultrafiltrado concentrado (*diluida 1,6 X),
ultrafiltrado permeado e troca i6nica (*diluida 1,6 X) do Marasmiellus sp. CBMAI 1062 com o reagente

de Bradford (Sigma).

Proteinas totais Absorbéancia (595)

Amostra I I Il Média
Caldo Bruto 0,07 0,077 0,072 0,073
*Ultrafiltrado concentrado 0,133 0,119 0,0129 0,127
*Troca l6nica 0,122 0,128 0,131 0,127

Apéndice 6. Absorbancias (420 nm) do caldo bruto e ap6s o processo purificacdo de lacases, em
diferentes dilui¢Bes do caldo do fungo Marasmiellus colocasiae CCIBt 3388 aplicado a equacédo 1 para
determinacdo da atividade enzimatica de lacase.

Caldo bruto
t1(0) t2(5°) 310
0,09 0,28
0,08 0,27
0,07 0,26

Total (U/L™") 887,30
Desvio Padrao 21

Ultrafiltrado
t1(0°) €©(5) t3(10%)
0,03 0,12 0,20
0,02 0,12 0,20
0,03 0,12 0,20
Total(U/L™) 8117
Desvio Padrao 71

Troca l6nica
t1(0°) (5 t3 (10°)
0,03 0,20 0,36
0,03 0,19 0,350
0,03 0,19 0,35
Total (U/L™) 15031

Desvio Padrao 377
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Apéndice 7. Absorbancias (420 nm) do caldo bruto e ap6s o processo purificacdo de lacases, em diferentes dilui¢des do caldo do fungo Peniophora sp. CBMAI

1063, aplicado a equacédo 1 para determinacdo da atividade e

nzimatica de lacase.

Caldo bruto Ultrafiltrado Permeado ultrafiltrado Troca ibnica
t10) 2(¢3) t3(10) | t1(0) 2(5) t3(10) | t1 () 2() 310 t1(0°) () 310
0,12 0,22 0,30 0,09 0,19 0,30 | 0,04 0,09 0,18 0,05 0,28 0,55
0,13 0,25 0,31 0,08 0,20 0,33 | 0,04 0,10 0,19 0,05 0,28 0,56
0,13 0,21 0,31 0,08 0,19 0,30 | 0,03 0,08 0,17 0,05 0,29 0,57
Total (U/L™) 1.722,00 | Total(U/L™) 10632,70 | Total (U/L™) 0,65 Total (U/L™) 4691,40
Desvio Padrdao 9,30 Desvio Padréao 1053,01 | Desvio Padréo 0,01 Desvio Padrdo 107,30

Apéndice 8. Absorbancias (420 nm) do caldo bruto e apds o processo purificacdo de lacases, em diferentes dilui¢ces do caldo do fungo Peniophora cinerea
CCIBt 2451, aplicado a equacéo 1 para determinagdo da atividade enzimatica de lacase.

Caldo bruto Ultrafiltrado Permeado ultrafiltrado Troca ibnica
t1@©) t©2(3) t3(10) | t1(0) 2() 310 | t1((0) ¢t2(5) t3 (10%) t1(0) t2(5°) 310
0,12 0,21 0,30 0,03 0,09 0,17 0,02 0,07 0,13 0,01 0,04 0,08
0,06 0,15 0,25 0,04 0,11 0,18 0,02 0,06 0,10 0,01 0,04 0,08
0,06 0,16 0,27 0,03 0,09 0,16 0,02 0,06 0,11 0,01 0,04 0,08
Total (U/L™") 1753 Total(U/L™) 6419,70 | Total (U/L™) 422,80 Total (U/L™) 642
Desvio Padrao 123,30 Desvio Padrao 208,80 | Desvio Padrao 55,80 Desvio Padrao 26,7

Apéndice 9. Absorbancias (420 nm) durante os processos de purificacdo de lacases, em diferentes dilui¢cdes do caldo do fungo Marasmiellus sp. CBMAI 1062,

aplicado a equacdo 1 para determinacdo da atividade enzima

Caldo bruto
t1(0) t2(5°) 310
0,044 0,061 0,077
0,047 0,066 0,085

Total (U/LY) 1,1
Desvio Padrao 0,16

tica de lacase.

Ultrafiltrado
t1(0) () 310
0,022 0,061 0,094
0,023 0,059 0,096
0,021 0,056 0,094
Total(U/L™) 33,6
Desvio Padrao 0,26

Troca l6nica
t1(0) (5 t3 (10°)
0,049 0,146 0,235
0,053 0,142 0,235
0,045 0,130 0,227
Total (U/L™) 85

Desvio Padrao 1



