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RESUMO

O fungo Pycnoporus sanguineus foi eficiente na descoloracdo de alguns corantes
empregados na industria farmacéutica. Os resultados obtidos indicam que o P.
sanguineus e principalmente as lacases produzidas por este fungo apresentam
grande potencial para aplicacées biotecnoldgicas. Para a producdo de lacase (EC
1.10.3.2, p-difenol:dioxigénio oxidoredutase) o fungo foi cultivado em meio contendo
2,5- xilidina e cobre como indutores. Duas isoformas da enzima (Lac 1 e Lac 2) foram
identificadas e separadas através de cromatografia de interagdo hidrofébica. As
enzimas Lac 1 e Lac 2 apresentaram uma massa molecular de 79,7 kDa e 68,1 kDa,
respectivamente. As duas isoformas apresentaram caracteristicas bioquimicas
diferentes. A enzima Lac 1, contendo menor atividade especifica, foi parcialmente
purificada. Usando seringaldazina como substrato a enzima apresentou um pH 6timo
de 4,8, temperatura 6tima de 25-30 °C e Ky, de 10,3 pmol.L™". A enzima mostrou baixa
estabilidade a temperatura de 50 °C, mantendo apenas 10% da atividade apos 5
horas de incubacdo. A enzima Lac 2, contendo maior atividade especifica, foi
purificada com um rendimento final de 13,9 %. Usando seringaldazina como
substrato a enzima apresentou um pH 6timo de 4,2, temperatura étima de 50 °C e K,
de 8,3 pmol.L". A enzima mostrou alta estabilidade a temperatura de 50 °C,
mantendo 100 % da atividade ap6s 5 horas de incubacdo. Ambas as enzimas foram

inibidas por azida sodica e fluoreto de sddio.
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ABSTRACT

Fungus Pycnoporus sanguineus was efficient in the discoloration of some dyes used
in the pharmaceutical industry. Ours results indicated that the P. sanguineus and
mainly laccases produced by this fungus presents great potential for biotechnological
applications.  For the production of laccase (EC 1.10.3.2, p-diphenol:dioxigen
oxidoreductase) this fungus was cultivated in medium containing 2,5- xylidine and
copper as inducer. Two isoforms of the enzyme (Lac 1 and Lac 2) had been identified
and separated through chromatography on hydrophobic interaction. The enzymes
Lac 1 and Lac 2 had presented a molecular mass of 68.1 kDa and 79.7 kDa,
respectively. The two isoforms presented different biochemical characteristics. The
enzyme Lac 1, with lower specific activity, was partially purified. Using syringaldazine
as substrate the enzyme showed pH optima of 4.8, temperature optima of 25-30 °C
and K, of 10.3 umol.L™". The enzyme showed low stability at temperature of 50 °C,
keeping only 10% of the activity, after 5 hours of incubation. The enzyme Lac 2, with
higher specific activity, was purified with a final yield of 13.9 %. Using syringaldazine
as substrate the enzyme presented one pH optima of 4.2, temperature optima of 50
°C and K, of 8.3 pmol.L". The enzyme showed high stability at temperature of 50 °C,
keeping 100% of the activity even after 5 hours of incubation. Both enzymes were

inhibited by sodium azide and sodium fluoride.
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

abs Absorbéancia

ABTS Sal diaménio 2,2° — azino — bis (3 — etilbenzotriazolina — 6 —
sulfénico)

AV Acido violdrico

Cl Codex Index

2,6 DMP 2, 6 dimetoxifenol

DMSO Dimetil sulféxido

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

EPR Ressonancia eletrénica paramagnética

HAA Acido 3 — hidroxiantranilico

HBT 1 - hidroxibenzotriazol

HIC Cromatografia de interagao hidrofébica

MM Marcador de massa molecular

LiP Lignina peroxidase

MnP Manganés peroxidase

MPL Meio de producéao de lacase

nm Nanoémetro

PANI Polianilina

PANIG Polianilina ativada com glutaraldeido

rpm Rotagdes por minuto

SDS Dodecilssulfato de sodio

Vv Volt



1. INTRODUCAO

1.1. Lacase

A primeira descricdo da enzima lacase foi feita em 1883 por Yoshida (Yoshida,
H. 1883 citado por Mayer & Staples 2002) originada de uma arvore japonesa Rhus
vernicifera e em 1985 foi caracterizada como uma oxidase contendo metal por
Bertrand (Bertrand 1985, citado por Mayer & Staples 2002). A distribuicao de lacase é
bastante ampla sendo reconhecidos dois grupos principais, as lacases extraidas de
plantas superiores e as produzidas por fungos, apresentando estes grupos claras
diferencas (Harvey & Walker, 1999), mas ha também relatos da presenga de lacase
em bactérias (Claus & Filip 1997).

Lacases, p-difenol:dioxigénio oxidoredutase (EC 1.10.3.2), fazem parte de um
grupo de enzimas denominadas enzimas multicobre, que inclui entre outras &cido
ascorbico oxidase e ceruloplasmina (Mayer & Staples 2002). Oxidoredutases sao
enzimas que catalisam processos de oxidacao e redugao, e constituem um grupo que
compreende quase um quarto de todas as enzimas conhecidas, entre as quais estao
lacases e peroxidases.

Lacase € uma polifenol oxidase que atua sobre uma variedade de doadores de
hidrogénio aromaticos (Leonowicz et al. 2001) e também espécies inorganicas,
incluindo fons Mn*? (Bollag & Leonowicz 1984). As fenol oxidases sdo proteinas
contendo cobre com uma caracteristica comum de serem capazes de oxidar
compostos aromaticos, tendo como aceptor terminal de elétrons o oxigénio molecular
(Mayer 1987).

A enzima lacase catalisa a remocado de um elétron e um préton de grupos
hidroxi-fendlicos ou amino-aromaticos formando seus respectivos radicais livres. Além
disso, a lacase que contém em seu sitio ativo 4 atomos de cobre, ndo somente oxida
acidos fendlicos e metoxifendlicos, mas também os descarboxila e ataca seus grupos
metoxila através de desmetilacdo ou desmetoxilagdo (Leonowicz et al. 2001). O
mecanismo geral de atuacdo das lacases é a oxidagdo do substrato através da
abstracdo de um elétron de um composto fendlico gerando um radical fenoxila
(Higuchi,1990).



a) 2 (Cu [ll] ) — lacase + fenol > 2 (Cu [I] ) — lacase + radical fenolato + 2 H*
b) 2 (Cu [l]) — lacase + O2 + 2 H" > 2 (Cu [ll] ) — lacase + H.O

O ciclo catalitico da lacase compreende trés passos principais: a) redugao do
cobre tipo 1 pelo substrato; b) transferéncia interna de elétrons do cobre tipo 1 para
0s cobres tipo 2 e 3; c) reducdo de oxigénio molecular para agua através de sua
interacdo com os cobres de tipo 2 e 3 (Gianfreda et al. 1999).

De uma maneira geral a lacase reduz o oxigénio molecular a agua e promove
simultaneamente a oxidacdo de varios substratos aromaticos. Lacases fungicas
tipicamente catalisam a oxidacao de difendis simples como hidroquinona e catecol,
assim como varios metoxifendis (guaiacol, 2,6 — DMP) e aminas aromaticas (Thurston
1994). Essas enzimas nado catalisam a oxidagao de tirosina que é o Unico substrato
especifico para tirosinase enquanto que a seringaldazina (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido azina) é considerado um substrato especifico para lacase,
desde que o peroxido de hidrogénio seja totalmente eliminado, uma vez que este
composto é também oxidado pela enzima manganés peroxidase (MnP), enzima
produzida por muitos basidiomicetos lignoliticos (Mayer & Staples 2002).

A lacase tem um potencial redox mais baixo que lignina peroxidase (LiP) e
MnP e por isso oxida somente fragmentos fendlicos de lignina. O emprego de
mediadores apropriados pode aumentar consideravelmente o espectro de substratos
oxidados pela lacase, possibilitando a oxidacdo de compostos nao-fendlicos
(Bourbonnais & Paice 1990, Eggert et al. 1996a). Diversos compostos tém sido
utilizados com este propdsito, podendo-se citar entre os mais comuns o sal diaménio
2,2 — azino — bis (3 — etilbenzotriazolina — 6 - sulfénico) (ABTS), 1 -
hidroxibenzotriazol (HBT), acido violurico (AV) e acido — 3 hidroxiantranilico (HAA)
(Fabbrini et al. 2002). Segundo Pozdnyakova e colaboradores (2004) a lacase
amarela & capaz de oxidar compostos nao fendlicos mesmo na auséncia de
mediadores, sendo postulado que este tipo de lacase pode conter mediadores
enddgenos, derivados da lignina.

Apesar dos varios estudos ja realizados, as fungdes biolégicas da lacase nos
organismos produtores ainda ndo estdo muito claras. Em fungos ha relatos sobre sua
participagdo no rapido crescimento celular, controle da patogenicidade (Leonowicz et
al. 2001), controle de viruléncia (Mayer & Staples 2002), pigmentacdo de esporos
(Leonowicz et al. 2001, Mayer & Staples 2002), diferenciacao sexual (Aisemberg et al.



1989), esporulacdo (Thurston 1994) e degradacgao de lignina (Eggert et al. 1996a).
Lacases originadas de plantas sdo relatadas como importantes no processo de
recuperacao de lesbes e sintese de lignina (Bao et al. 1993). O papel da lacase na
degradacéo da lignina ainda n&o esté totalmente elucidado, mas sabe-se que esta
degradacao pode ocorrer mesmo na auséncia de LiP e MnP (Eggert et al. 1996a,
Leonowicz et al. 2001, Mayer & Staples 2002). Sabe-se também que ela esta
envolvida tanto na polimerizacdo como na despolimerizacdo da lignina (Thurston
1994).

1.2. Lacases fungicas

Lacases fungicas tém sido encontradas em diferentes géneros de ascomicetos,
alguns deuteromicetos e principalmente basidiomicetos, particularmente aqueles
associados com madeira deteriorada ou em estagio terminal de decomposi¢éo (Wood
1980, citado por Souza et al. 2004). Os melhores produtores de lacase séao
basidiomicetos pertencentes ao grupo dos fungos de decomposi¢cao branca,
eficientes degradadores de madeira (Thurston 1994, Mayer & Staples 2002). Quase
todos esses fungos produzem MnP e lacase, mas somente alguns produzem LiP
(Hatakka, 1994). O sistema de degradacdo de materiais ligninocelulésicos envolve
uma série de reacbes, apresentando essas enzimas, diferentes papéis na
degradacao da lignina. A lacase oxida os anéis fendlicos em radicais fenoxilicos.
Essas enzimas sao amplamente estudadas por suas aplicagdes industriais e
ambientais. Na ultima década varios trabalhos de fungos produtores de lacase tém
sido publicados. No anexo 1 apresentamos uma lista dos fungos produtores de lacase
citados em trabalhos de purificagdo na ultima década (1995-2005).

Entre os basidiomicetos, membros do género Pycnoporus tém se mostrado
como produtores de varias enzimas de aplicagdes industriais como xilanase e -
glicosidase (Esposito et al. 1993), invertase (Quiroga et al. 1995) e a-amilase (De
Almeida Siqueira et al. 1997). Este género se mostra bastante interessante por
produzir lacase como a principal enzima lignolitica (Eggert et al. 1996b), o que pode
em alguns casos, dispensar etapas de purificagdo para usoO em processos
biotecnolégicos (Lomascolo et al. 2002). Entre as 20 espécies de Pycnoporus
estudadas por Lomascolo e colaboradores (2002), a maior atividade de lacase



induzida por acido ferulico foi detectada em uma linhagem de P. sanguineus. Ainda
no mesmo trabalho foi observada uma maior produgéo de lacase entre as linhagens
de P. sanguineus originarias de regides tropicais e subtropicais.

As lacases fungicas podem ser induzidas ou constitutivas, de acordo com suas
diferentes rotas de sintese. As lacases induzidas sdo dependentes de fatores como
condi¢des de nutricdo, temperatura, pH, aeracdo entre outros, para a sua expressao
(Xiao et al. 2003).

A grande maioria dos trabalhos publicados refere-se a lacase extracelular de
fungos basidiomicetos (Leonowicz et al. 2001), havendo pouco estudo sobre lacases

intracelulares (Nagai et al. 2003).

1.3. O fungo Pycnoporus sanguineus

O fungo utilizado neste estudo foi o Pycnoporus sanguineus (L. ex Fries)
Murrill, um basidiomiceto da familia Polyporaceae (Nobles 1965 citado por Esposito et
al.1993), a mesma do Trametes versicolor e do Phanerochaete chrysosporium,
fungos lignoliticos bastante estudados principalmente pela producéo de lacase e LiP
e MnP, respectivamente. O P. sanguineus € um fungo amplamente distribuido na
natureza sendo encontrado em regides de clima mais ameno e em florestas tropicais
como a floresta amazonica (Esposito et al. 1993). E conhecido popularmente como
orelha-de-pau, sendo encontrado em madeira, onde se fixam e se alimentam. E
capaz de hidrolisar os polissacarideos da parede celular e também a lignina de
materiais celulésicos (Teixeira et al. 1997), sendo chamado de fungo de
decomposicao branca (white rot). Dados da literatura mostram que este fungo é um
eficiente produtor de lacase (Herpdel et al. 2000), mas ainda ha relativamente poucos
trabalhos sobre purificacdo e caracterizacao (Esposito et al. 1993, Eggert et al.
1996b, Pointing et al. 2000, Vikineswary et al. 2006). Para Esposito e colaboradores
(1993) este fungo produz além de lacase, LiP e MnP, quando crescido em meio
contendo extrato de malte. Segundo Pointing e colaboradores (2000), este fungo
produz a lacase como unica fenol oxidase, o0 mesmo sendo relatado por Muzariri e
colaboradores (2001). Outros fungos do género, Pycnoporus cinnabarinus e
Pycnoporus coccineus produzem apenas lacase como principal enzima do sistema
lignolitico (Eggert et al. 1996a; Jaouani et al. 2005). Entretanto, devemos considerar a



composicdo do meio e as condigdes de cultivo utilizado em cada estudo, podendo
estes fungos requerer condi¢gées ainda nao identificadas, que favoregam a expressao
de outras enzimas do sistema lignolitico.

Apesar do numero ainda limitado de publicagdes envolvendo este fungo, ha
uma tendéncia crescente de seu emprego em processos biotecnologicos. P.
sanguineus ja foi utilizado com sucesso na descoloracao de efluente Kraft (Duran et
al. 1991, Esposito et al. 1993) e na descoloracao de diferentes corantes (Pointing &
Vrijmoed 2000). O mais recente relato de utilizacao deste fungo foi na fermentacao de
residuos agroindustriais (Vikineswary et al. 2006), sendo obtidos bons resultados
quanto ao crescimento do fungo e producéo de lacase para trés diferentes residuos

avaliados.

1.4. Producao de lacases

Diversos fatores influenciam a produgéo de lacase, podendo-se citar entre
outros a composicdo do meio de crescimento, tempo de cultivo, pH, razéo
carbono/nitrogénio, temperatura e aeragdo. Varios grupos de pesquisadores
procuram aperfeicoar as condi¢cées de crescimento e de producéo de lacase tanto por
métodos convencionais e/ou estatisticos, fazendo-se a combinagdo de diferentes
fatores capazes de interferir na producao enzimatica (Ikehata et al. 2004).

O tempo de incubacao pode ser considerado um fator critico para a deteccao
da lacase no meio de cultivo. Muitos basidiomicetos produzem esta enzima ap6s 2 ou
3 dias de crescimento (Jodaan & Leukes 2003) e tém um tempo bastante variavel
durante o qual a enzima continua a ser produzida. Por este motivo a pesquisa para
isolamento de organismos produtores de lacase e outras fenoloxidases deve ser
realizada com um monitoramento constante da produgao.

Outro fator importante é a agitagdo ou ndo do meio durante a produgédo da
enzima. Enquanto que para Phlebia radiata a agitacao reprimiu a producao de lacase
(Niku-Paavola et al. 1990), para P. sanguineus CY788 os melhores resultados foram
obtidos com agitagéo (Pointing et al. 2000).

Os niveis de carbono e de nitrogénio presentes no meio de crescimento do
fungo séo fatores de extrema importancia para a producao de lacase e cujos valores

otimos sdo bastante varidveis, dependendo do microrganismo em estudo.



Especificamente para o P. sanguineus CY788 foi mostrado que a melhor produgao de
lacase se deu em meios contendo altos niveis de carbono e baixos niveis de
nitrogénio (Pointing et al. 2000). De maneira oposta, a produc¢ao de lacase por outros
fungos como, por exemplo, P. cinnabarinus, T. versicolor e Trametes gallica (Eggert
et al. 1996b, Galhaup et al. 2002, Dong et al. 2005) foi aumentada em culturas com
altos niveis de nitrogénio.

Através da comparacdo de diversos meios de cultura e condicbes de
crescimento do fungo, Dong e colaboradores (2005) mostraram que a composicao do
meio € 0 modo de incubacéo, se estatico ou em agitagcao, influenciou diretamente na
expressao génica, resultando em diferentes padrbes de isoenzimas de lacase. A
producao de diferentes isoformas de lacase sob diferentes condicdes de cultivo tem
sido descrita para diversos fungos de decomposicao branca. Como exemplo pode-se
citar Trametes villosa que apresentou pelo menos trés isoformas e Pleurotus ostreaus
quatro isoformas (Leonowicz et al. 2001). O padrao de isoformas pode ou nao ser
alterado por um indutor (Eggert et al. 1996b). Pointing e colaboradores (2000)
obtiveram a producao de diferentes isoformas dependendo do indutor adicionado ao
meio de cultivo do P. sanguineus CY788. De forma semelhante o padrdo de producao
de isoformas pelo Pleurotus pulmonarius foi diretamente influenciado pela
composicao do meio, especificamente carbono e glicose, bem como a presenca ou
ndao de indutor (Souza et al. 2004). Por outro lado, a presenga de indutor nao
modificou a produgao de isoformas por Pleurotus eryngii (Munoz et al. 1997).

Como as aplicagdes biotecnoldégicas requerem grande quantidade de enzima,
e normalmente lacases extracelulares sdao produzidas em pequenas quantidades
(Souza et al. 2004), para melhorar a producao de lacase, varios indutores tém sido
utilizados, destacando-se compostos aromaticos ou fendlicos relacionados a lignina
ou derivados da lignina. Bons resultados obtidos com alguns compostos tém
estimulado pesquisas para a producdo de lacase em larga escala, considerando a
vasta aplicabilidade industrial e ambiental desta enzima. Nao existe um 6timo indutor
de lacase comum a todos os fungos, havendo grande variacdo do indutor de acordo
com o fungo estudado. Na tabela 1 estdo citados os principais indutores de lacase

estudados nos ultimos anos.



Tabela 1. Exemplos de indutores para produgao de lacase fungica

Composto

Referéncia

Aminoacidos

Dong et al. (2005); Levin & Forchiassin (2001); Dhawan &
Kuhad (2002)

Biotina

Dhawan & Kuhad (2002)

CuSO; (Cu++)

Klonowska et al. (2001), Galhaup & Haltrich (2001),
Galhaup et al. (2002), Levin et al. (2002), Saparrat et al.
(2002a), lyer & Chattoo (2003), Chen et al. (2004),
Jaouani et al. (2005)

Acido 3,4-dimetoxicinamico

Sethuraman et al. (1999)

Guaiacol

Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998), Lee et al. (1999),
Souza et al. (2004)

Etanol

Lee et al. (1999), Dekker et al. (2001), Lomascolo et al.
(2003), Jaouani et al. (2005)

Brometo de etidio

Dhawan et al. (2003)

Cafeina Souza et al. (2004)
Acido caféico Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998); Souza et al. (2004)
Acido galico Lee et al. (1999), Souza et al. (2004)

Acido benzoico

Souza et al. (2004)

Acido p-cumarico

Souza et al. (2004)

Acido tanico

Souza et al. (2004)

Acido fertlico

Sigoillot et al. (1999), Herpdel et al. (2000), Lomascolo et
al (2002 e 2003), Xiao et al. (2003), Farnet et al. (2004),
Souza et al. (2004)

4-hidroxibenzaldeido

Lo et al. (2001)

Acido p-hidroxibenzdico

Klonowska et al. (2001), Klonowska et al. (2002)

Riboflavina

Dhawan & Kuhad (2002)

Tween 80

Pointing et al. (2000), Lomascolo et al. (2002); Giese et
al. (2004)

Acido vanilico

Munoz et al. (1997), Souza et al. (2004)

Vanilina

Pérez et al. (1996), Lo et al. (2001), Xiao et al. (2003),
Souza et al. (2004)

Alcool veratrilico

Munéz et al. (1997), Perié et al. (1998), Vasconcelos et
al. (2000), Dekker & Barbosa (2001), Dekker et al.
(2001), Couto et al. (2003), Souza et al. (2004), Arana-
Cuenca et al. (2004)

Residuos
diversos

agricolas

Rodriguéz et al. (1997), Arora & Gill (2000), Hatvani &
Mécs (2001), Lorenzo et al. (2002), Vikineswary et al.
(2006)

Farelos diversos

Lomascolo et al. (2002), Souza & Peralta (2003), Souza
et al. (2004), Moldes et al. (2004)

Lignina

Dong et al. (2005)

Acido siringico

Xiao et al. (2003), Souza et al. (2004)

Seringaldazina

Koroljova-Skorovogat’ko et al. (1998), Souza et al. (2004)

2,5-xilidina

Eggert et al. (1996b), Munoz et al. (1997), Perié et al.
(1998), Lee et al. (1999), Pikard et al. (1999), Pointing et
al. (2000), Min et al. (2001), Lomascolo et al. (2002),
Antorini et al. (2002), Jung et al. (2002), Couto et al.
(2003), Ryan et al. (2003), Souza et al. (2004), Jaouani et
al. (2005)

Kraft lignin; efluente kraft

Xiao et al. (2003), Esposito et al.(1993).




Os indutores acima mencionados foram testados para diversos fungos e em
diferentes condi¢gbes de cultivo. Pointing e colaboradores (2000) e Lomascolo e
colaboradores (2002) avaliaram o efeito de Tween 80, um surfactante, e de 2,5-
xilidina na producédo de lacase por diferentes linhagens do fungo P. sanguineus,
mostrando que a 2,5-xilidina € um bom indutor. O efeito estimulante da 2,5-xilidina foi
descrito primeiramente por Fahraeus e colaboradores em 1958 (citado por Leonowicz
et al. 2001) e é um dos indutores de lacase mais citados.

O Tween 80 é um surfactante nao-ibnico, pouco téxico para as membranas
biolégicas que tem sido descrito como um estimulante da secrecdao de enzimas
lignoliticas (Asther et al.1987 citado por Lomascolo et al. 2002), mas seu uso tem
apresentado resultados bem diversos como indutor de enzimas fungicas permitindo
dizer que o mecanismo de acdo do Tween-80 parece ser diferente para cada
microrganismo (Giese et al. 2004).

A utilizagao de cobre como indutor e regulador de lacase tem sido explorada
por alguns autores, apresentando em algumas situagdes resultados satisfatorios
como os obtidos, por exemplo, por lyer e Chattoo (2003) que tiveram a atividade de
lacase de Magnaporthe grisea aumentada 8 vezes pela adicdo de 0,4 mmol.L" de
CuSO4 ao meio de cultivo. Ha vérios trabalhos em que o cobre esta presente no meio
de cultivo utilizado, mas nao ha referéncia quanto ao efeito indutor do mesmo sobre a
producéo da lacase.

O uso de substratos soélidos naturais, especialmente residuos agricolas
ligninoceluldsicos para o crescimento de fungos tem sido bastante estudado nos
ultimos anos, especialmente para a producédo de lacase, LiP e MnP. Os principais
estimulos para o emprego destes substratos sdo, a reducdo imediata de custos, o
aproveitamento destes residuos e os promissores resultados ja obtidos no aumento
da producédo destas enzimas (Pickard et al. 1999, Couto et al. 2002, Hatvani & Mecs
2002, Fenice et al. 2003, Vikineswary et al. 2006). A distribuicdo tropical do P.
sanguineus o torna particularmente interessante para estudos de biotransformacéo de
residuos agricolas comumente produzidos nas regides tropicais, como por exemplo,
bagagco de cana nas regides produtoras de 4&lcool e acgucar. Vikineswary e
colaboradores (2006) apresentaram recentemente um trabalho otimizando a
producéo e recuperagao de lacase por P. sanguineus CY788 na fermentagao de trés
diferentes residuos agricolas, sendo os resultados bastante promissores.



Os fungos de decomposicédo branca respondem de maneiras distintas frente
aos supostos indutores de lacase e também apresentam diferengas na regulagdo da
transcricdo de genes o que pode refletir diferentes fungdes fisioldgicas para lacases
fungicas. A amplificacdo e clonagem de genes de isoenzimas de lacase de diversos
fungos tém possibilitado conhecer melhor o papel individual de cada isoenzima
(Necochea et al. 2005).

Estudos de expressao de lacase em sistemas heterélogos, tais como leveduras
e bactérias, tém sido feitos com objetivo de aumentar a producdo da enzima e
também aumentar sua atividade catalitica e estabilidade. Como exemplo pode-se
citar a expressao de lacase de Melanocarpus albomyces em Trichoderma reesei
(Kiiskinen et al. 2004) e laca de T. versicolor em Saccharomyces cerevisiae
(Necochea et al. 2005). Ambos os sistemas de expressao apresentaram um bom
rendimento, mantendo praticamente as mesmas caracteristicas bioquimicas da
enzima nativa.

Outra questao que tem sido estudada € o efeito de interagdes interespecificas
entre fungos de decomposicdo branca e outros microrganismos na atividade de
lacase. Em recente trabalho Baldrian (2004b) obteve um aumento de mais de
quarenta vezes na atividade de lacase pela adicdo de Trichoderma harzianum a

culturas de T. versicolor.

1.5. Estrutura e funcao das lacases

Lacases fungicas, notadamente de fungos de decomposicdo branca, sao
produzidas tipicamente como isoenzimas que oligomerizam para formar complexos
multiméricos, tanto de forma constitutiva como induzida (Eggert et al. 1996b, Saparrat
et al. 2002a, Claus, 2004).

Segundo Claus (2004), a massa molecular de cada mondémero varia de 50 a
100 kDa, tendo estas enzimas como caracteristica importante, a presenca de
carboidratos covalentemente ligados (10 — 45 %) que podem contribuir para a alta
estabilidade da enzima. Para Thurston (1994), os carboidratos presentes em lacases
fungicas podem corresponder a 15 — 20 % de sua massa total. H& uma grande
variagao no grau de glicosilagdo das lacases e também controvérsias sobre a relagao
entre a glicosilagédo e presenga de isoformas. Em alguns estudos, a diferengca na
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extensdo de glicosilacdo da enzima parece ser responsavel pela presenca de
multiplas isoformas, como sugerido para as trés isoformas de lacase de Ganoderma
lucidum (Ko et al. 2001) e como descrito para lacase B do basidiomiceto Trametes sp.
AH28-2 (Xiao et al. 2004), mas para Palonen e colaboradores (2003) esta nao seria a
justificativa para a presenca de oito isoformas na lacase produzida por Mauginiella sp.
pois a deglicosilacdo praticamente ndo modificou o padrao isoelétrico da enzima.
Segundo Mayer & Staples (2002), do ponto de vista evolucionario, a lacase é
uma enzima bastante antiga e a ligacao da atividade enzimatica associada a trés
diferentes sitios de cobre € um processo evolucionario muito precoce. A atividade
catalitica das lacases esta relacionada a presenca de quatro atomos de cobre por
unidade de proteina, sendo os mesmos denominados de acordo com suas

caracteristicas espectrofotométricas (Claus 2004; Leontievsky et al. 1997a):

Cobre tipo 1: apresenta absorbancia em torno de 600 nm, sendo detectavel em EPR.
Confere tipica coloragéo azul as enzimas multicobre que resulta da intensa absorgéo
eletrbnica causada pela ligacdo covalente entre cobre e cisteina. Ligados a este
atomo de cobre estdo duas histidinas e uma cisteina como ligantes conservados, e
um ligante variavel que pode ser metionina em bactérias e leucina ou fenilalanina em
lacases fungicas (Claus 2004). Discute-se bastante sobre a influéncia deste ultimo
ligante no potencial de oxidagdo da enzima e consequentemente na regulagcdo da
atividade da mesma (Kumar et al. 2003). O cobre tipo 1 é o local do sitio ativo da

enzima onde ocorre a oxidacao do substrato (Claus 2004).

Cobre tipo 2: ndo é detectavel espectrofotometricamente e revela propriedades
paramagnéticas em estudos de EPR. Localiza-se préximo ao cobre tipo 3 e esta

ligado a duas histidinas. Funciona como aceptor de um elétron (Min et al. 2001).

Cobre tipo 3: este sitio é formado por um par de atomos de cobre que apresenta uma
fraca absorbancia no UV préoximo (330 nm) e nenhum sinal em EPR, por estarem
antiferromagneticamente acoplados por meio de uma ponte de ligagdo hidroxila
(Claus 2004). Ligados aos atomos de cobre tipo 3 estdo seis moléculas de histidina.
Funcionam como aceptor de dois elétrons (Min et al. 2001).
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A oxidagao de substratos pela lacase € catalisada pelo cobre tipo 1 sendo os
elétrons destes substratos redutores transferidos posteriormente para o centro
trinuclear formado pelos atomos de cobre tipo 2 e 3, que estdo fortemente unidos,
formando um sitio para onde os elétrons sdo encaminhados levando a reduc¢ao do
oxigénio molecular e liberacdo da agua (Claus 2004). Thurston (1994) prop6s que 0s
ions cobre estdo fortemente ligados na lacase, sendo o cobre tipo 2 relativamente
instavel. Para Nagai e colaboradores (2002), ions de cobre tipo 2 podem ser
removidos pelos procedimentos experimentais, inclusive durante as etapas de
purificacdo. Segundo Gianfreda et al. 1999, os atomos de cobre diferem entre si pelo
seu estado de oxidacdo. Esta reacdo de oxidacao gera radicais livres que podem
sofrer reacdes enzimaticas (Reinhammar & Malmstrom, 1981 citado por Thurston
1994) ou nao-enzimaticas (Claus 2004). Considerando o interesse biotecnoldgico
desta enzima, duas reagdes ndo-enzimaticas podem ser destacadas: o cross-linking
de mondmeros, em que a oxidacao de compostos fendlicos e anilinas por lacase
geram radicais que reagem entre si para formar dimeros, oligdmeros ou polimeros e
assim, no solo, xenobidticos fendlicos e aminas aromaticas podem se ligar a matriz
organica; a outra reagdo é a clivagem de anéis aromaticos que possibilita a
degradagcao de xenobidticos como corantes sintéticos e nitroaromaticos (Duran &
Esposito 2000, Claus et al. 2002).

A espectroscopia combinada com cristalografia, dicroismo circular magnético e
raios-X tém possibilitado uma descri¢gdo detalhada do sitio ativo da lacase. O fato das
lacases muitas vezes apresentarem multiplas isoformas dificulta, ou acrescenta
etapas de purificacdo até obtencdo de material apto a cristalografia (Antorini et al.
2002), pois esta técnica requer amostras absolutamente purificadas, com carga
homogénea, ou seja, ndo pode haver a presenca de isoformas de diferentes pl na
amostra a ser cristalizada. Nos ultimos anos algumas lacases foram cristalizadas
(Necochea et al. 2005) inclusive isoenzimas de P. cinnabarinus (Antorini et al. 2002).

Segundo Mayer & Staples (2002), a estrutura do sitio ativo parece bem
conservada nas lacases fungicas, mas ha uma grande diversidade quanto ao restante
da estrutura da proteina e quanto ao seu conteudo de agucares. Estudos de
alinhamento da seqUéncia de aminodacidos de diversas lacases identificaram 4
regibes conservadas como especificas de lacases (L1 — L4), sendo que os 12
aminoacidos ligantes dos atomos de cobre encontram-se nestas regides (Kumar et al.
2003; Necochea et al. 2005).
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Trabalhos recentes sobre lacases fungicas de diferentes origens tém mostrado
divergéncias no numero de d&tomos de cobre e em seu espectro caracteristico (Xiao et
al. 2003). Edens e colaboradores (1999) mencionaram a ocorréncia das sequéncias
tipicas de aminoacidos para os trés sitios de cobre em lacase de Gaeumannomyces
graminis apesar de ndo apresentar o caracteristico pico de absorcao préximo a 600
nm.

O cobre tipo 3 esta ausente nas duas lacases de Pleurotus florida (Das et al.
2001) e na lacase de P. eryngii (Munoz et al. 1997). Ha outros relatos de enzimas
denominadas lacase que nao apresentam a tipica absorcdao préximo a 600 nm,
indicando auséncia do cobre tipo 1, sendo estas denominadas de lacase branca
(Palmieri et al. 1997) ou lacase amarela (Leontievsky et al. 1997a). Para Mayer &
Staples (2002), estas enzimas ndo deveriam ser consideradas lacases porque nas
mesmas o cobre encontra-se na forma reduzida. A lacase branca estudada por
Palmieri e colaboradores (1997) ndo apresentou os tipicos quatro atomos de cobre,
mas sim um atomo de cobre, dois de zinco e um de ferro, enquanto que a lacase
citada por Min e colaboradores (2001) apresentou ions de zinco, cobre e manganés.
O fungo Pleurorus ostreatus D1, quando cultivado em meio sélido (Pozdnyakova et al.
2004) produziu uma lacase amarela que difere da lacase azul quanto a auséncia do
pico préximo a 600 nm, o espectro de EPR e o espectro de dicroismo circular (DC),
mas que por outro lado, além de atuar sobre substratos tipicamente estudados para
lacase, é capaz de oxidar compostos ndo fendlicos mesmo na auséncia de
mediadores. Resultado semelhante j4& havia sido relatado por Leontievsky e
colaboradores (1997b) para lacase do fungo Panus tigrinus quando este foi cultivado
em meio solido rico em lignina, sugerindo que a lacase amarela seja o resultado de
uma modificacdo da lacase azul pelos produtos originados da degradacéo da lignina.

Entre a diversidade de compostos oxidados pela lacase, a oxidacdo da
seringaldazina na auséncia de H,O, é tipica para identificacdo de lacase. A
seringaldazina € um substrato fendlico dimetoxilado apresentando em sua estrutura
dois atomo de nitrogénio ligados por uma dupla ligacéo, caracterizando assim um
composto azo. A reagdo com a seringaldazina gera inicialmente um radical livre. Em
seguida ocorre a liberacdo do segundo elétron através de acdo enzimatica e/ou
desprotonogdo, formando uma quinona de coloragdo purpura intensa e que
aparentemente ndo € propensa a polimerizagdo (Thurston 1994), figura 1.
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Figura 1. Reacdo de oxidagdo da seringaldazina até formagdo da correspondente
quinona. Fonte: Sanchez-Amat & Solano, 1997.

1.6. Purificacao

A lacase é uma enzima com caracteristicas bastante variaveis, mesmo quando
originaria de microrganismos do mesmo género. Extremamente varidveis também séo
os procedimentos utilizados para purificacdo desta enzima. Analisando os trabalhos
publicados na ultima década envolvendo purificacdo de lacase fungica observa-se
inicialmente que, na maioria das vezes, este processo requer 2 ou mais etapas de
purificacdo, sendo mais comum 2 a 4 etapas envolvendo procedimentos
cromatograficos diversos, bem como precipitacao principalmente por (NH4).SO, e
também ultrafiltracdo.

Entre as técnicas cromatograficas utilizadas ha um predominio da

cromatografia de troca idnica, especificamente troca de anions. O segundo tipo de
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cromatografia mais citado € a de filtracdo em gel, seguida pela cromatografia de
interagcéo hidrofébica (HIC).

Na maioria das situagdes, 0 mesmo método cromatografico € repetido variando
a condi¢do de eluicdo da coluna o que pode, em alguns casos, resultar em uma
grande diferenca no perfil cromatografico entre as etapas. Para exemplificar pode-se
citar a purificacdo de lacase de Dichomitus squalens onde se empregou uma coluna
de DEAE-sepharose e em seguida, as fracbes ativas desta etapa foram aplicadas
repetidamente em uma coluna Mono Q HR, em condicdes diferentes, sendo que na
primeira passagem através desta coluna apenas um pico de atividade foi detectado e
na segunda houve a separacédo de dois picos bem distintos que corresponderam a
duas isoformas (Perié et al. 1998).

Entre as lacases ja purificadas e descritas observa-se uma grande variedade
quanto a suas caracteristicas bioquimicas como massa molecular, pH 6timo,
especificidade de substrato, entre outras. Variaveis também sdo aspectos como sua
localizag@o extra ou intracelular, natureza monomérica ou multimérica, conteudo de
cobre, quantidade e composi¢do de carboidratos (Thurston 1994). No anexo 1
apresentamos uma tabela com as principais caracteristicas das lacases fungicas
purificadas na ultima década.

Uma grande variedade de técnicas de purificagdo de proteinas esta disponivel,
havendo um predominio das diferentes técnicas cromatogréficas, devido ao seu alto
poder de resolucdo. A cromatografia por interacdo hidrofébica (HIC) tem sido
utiizada com sucesso no fracionamento e purificacdo de proteinas e outras
biomoléculas (Queiroz et al. 2001). Neste tipo de cromatografia a separacdo das
proteinas depende de sua hidrofobicidade, sendo a separacao promovida através de
interacdes hidrofébicas entre ligantes hidrofdbicos e regides nao-polares na superficie
das proteinas. Nesta técnica a adsorcdo é aumentada com 0 aumento da
concentracdo de sal na fase mével e a eluicdo favorecida pela diminuicdo da
concentracao de sal do eluente (Melander & Horvath, 1977 citado por Queiroz et al.
2001). As interagbes ocorridas na HIC sdao mais fracas que as observadas na
cromatografia por afinidade, cromatografia de troca idnica ou cromatografia de fase
reversa e por isso a HIC provoca um dano estrutural minimo e consequentemente

consegue manter melhor a atividade bioldgica da molécula que esta sendo purificada.
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O numero de amino&cidos hidrofébicos, suas diferentes distribuicbes e
hidrofobicidade s&o caracteristicas de cada proteina, e esta variacdo da
hidrofobicidade possibilita que estas biomoléculas sejam fracionadas através da HIC.

A influéncia de diferentes sais na interagdo hidrofébica segue a série de
Hofmeister (liotrépica) para a precipitacdo de proteinas de solucbes aquosas
(Pahlman et al. 1977 e Roe 1989 citados por Queiroz et al. 2001):

Aumenta o efeito “salting-out”

<

Anions: PO,4®, S04, CH;COO;, CI', Br, NO3', ClO4, I, SCN’

Cétions: NH,*, Rb*, K*, Na*, Li*, Mg*?, Ca*?, Ba*?

»

Diminui o efeito “salting-out”

A retencédo de proteinas em HIC depende tanto da fase estacionaria como das
caracteristicas da fase movel tais como tipo e concentragdo do sal, pH e temperatura.
Para Rippel e Szepesy (1994), a mudanca do tipo de sal no eluente resulta em
significantes alteracées nao somente na retencdo geral das proteinas, mas influencia
também na seletividade das separagdes. O uso de alta concentragcdo de sal no
tampdo de equilibrio promove a interacdo ligante-proteina resultando
consequentemente em maior retencao da proteina. Em geral o aumento no pH da
fase médvel (9 -10) diminui as interagdes hidrofébicas entre proteinas e ligantes
hidrofébicos devido ao aumento de hidrofilicidade promovido pela mudanca na carga
da proteina, ocorrendo o inverso quando ha diminuicdo do pH (Porath et al. 1973
citado por Queiroz et al. 2001). Quanto ao efeito da temperatura na HIC, usualmente
0 aumento na temperatura aumenta a retengao de proteinas enquanto o resfriamento
promove a eluicdo das mesmas (Hjertén et al.1974, citado por Queiroz et al. 2001).
Além destas consideracdes quanto a fase movel, o tipo de fase estacionaria é outro
parametro muito importante para o sucesso do procedimento cromatografico. Os
ligantes mais utilizados em HIC s&o alcanos de cadeias lineares e grupos aromaticos
simples, como fenil, sendo que este ligante utiliza um misto de interagbes hidrofobicas
que podem ser usadas para obter interessantes resultados em HIC (Tomaz & Queiroz
2004). O uso de HIC é mencionado em cerca de 25 % dos trabalhos sobre purificacéo
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de lacase divulgados nos ultimos 10 anos, sendo que apenas em dois casos 0 grupo
aromatico da coluna nao era fenil. O sal mais utilizado como eluente nestes trabalhos

foi 0 (NH4)2SO4 e em seguida 0 Na,SOs.

1.7. Aplicacoes biotecnoldgicas das lacases

Lacase e outras polifenol oxidases similares podem ser usadas, na forma
nativa ou imobilizada, em varios processos biotecnoldégicos. A lacase apresenta um
importante papel na degradacdo da lignina, segundo e altamente recalcitrante
biopolimero mais abundante na natureza apos a celulose. Desta forma esta enzima
apresenta uma consideravel aplicacao nao sé na industria papeleira e de polpa, mas
também em diversos processos que se baseiam na utilizagdo de materiais
ligninocelulésicos (Bourbonnais & Paice 1996, Mayer & Staples 2002), como agente
branqueador natural para industria téxtil e papeleira (Jordaan et al. 2004), na
producéo de etanol através do emprego de microrganismos engenheirados (Mayer &
Staples 2002), na industria alimenticia onde seu emprego € diversificado como, por
exemplo, na producdo de bebidas sendo empregado como agente estabilizante de
vinhos, sucos de frutas e de cerveja (Minussi et al. 2002) e na industria de panificacao
como melhorador do “flavor” do produto (Minussi et al. 2002). H4A um crescente
desenvolvimento de biosensores contendo lacase para imunoensaio como o
desenvolvido por Bauer e colaboradores (1999) para distincdo entre morfina e
codeina em amostras de drogas, biosensores para determinacdo de glicose
(Wollenberg et al. 1986), de aminas aromaticas (Simkus & Laurinavicius 1995) e de
compostos fendlicos (Freire et al. 2001, Timur et al. 2004), sendo estes ultimos muito
importantes para o controle ambiental. Encontra-se também na literatura a acao de
lacase especificamente sobre alguns grupos de farmacos como horménios, por
exemplo (Tsutsumi et al. 2001).

O uso de enzimas para o tratamento ou remocéao de poluentes ambientais tem
interesse crescente por causa da alta eficiéncia e seletividade, além de reagdes
ambientalmente saudaveis. Diversos corantes, principalmente pertencentes aos
grupos quimicos azo e antraquinona sdo extensivamente usados em varias
aplicagbes industriais como, por exemplo, téxteis, alimentos, medicamentos e

brinquedos. Uma quantidade consideravel destes corantes é langada nas estacoes de
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tratamento das industrias, mas na maioria das vezes os tratamentos convencionais
sé@o incapazes de remover completamente esses corantes que sado langados nos
leitos dos rios, levando a uma alteracdo da biota aquatica (Young & Yu 1997). Varios
processos biotecnolégicos tém sido propostos, sendo que o emprego de fungos de
decomposicao branca tem apresentado bons resultados na degradacao de varios
compostos xenobidticos, sob condigdes aerdbicas (Pointing 2001). Desde os anos 80
a habilidade dos fungos para descolorir corantes azo tem sido registrada sendo que,
na maioria dos estudos, relaciona-se este evento a acado de LiP e MnP. Trabalhos
mais recentes tém demonstrado a descoloracdo mediada por lacase, inclusive
utilizando o fungo P. sanguineus (Esposito et al. 1993, Pointing & Vrijmoed 2000).
Para Thurston (1994) O desenvolvimento de processos baseados no emprego de
lacase para remocgao de corantes de efluentes industriais € promissor uma vez que
esta enzima é capaz de degradar corantes de diversas estruturas quimicas. Lacase
de P. coccineus teve um promissor resultado no tratamento do escuro efluente
oriundo da produgéo de 6leo de oliva (Jaouani et al. 2005). As lacases, bem como as
peroxidases fungicas extracelulares destacam-se entre as enzimas estudadas para
este fim por serem consideradas de facil separagédo e purificacdo, bem como a
facilidade para producdo em biorreatores (lkehata et al. 2004). Lacase pode ser
considerada mais interessante para processos de descontaminacdo de leitos de
agua, por exemplo, uma vez que nao requer a adicdo de perdxido de hidrogénio
como as peroxidases, e geralmente atuam sobre uma gama maior de substratos que
a tirosinase (D’Annibale et al. 2000).

Tém-se ainda relatos na literatura sobre o emprego de lacase na degradacao
de pesticidas ou inseticidas (Amitai et al. 1998) e também seu uso para sintese
organica como, por exemplo, na sintese enzimatica de vimblastina, uma importante
droga anti-cancer, a partir de precursores presentes em larga quantidade em plantas
(Fritz-Langhals et al. 1998, Jodaan & Leukes 2003). Diante desta ampla aplicabilidade
pode-se dizer que forte habilidade da lacase para transformar compostos aromaticos
a torna um importante instrumento para aplicacées biotecnologicas. Uma clara
demonstragdo do emprego real da enzima lacase em diferentes processos € o
registro junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) de diversas
patentes envolvendo o seu emprego, como pode ser exemplificado na tabela 2.
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Tabela 2. Exemplos de patentes envolvendo o emprego de lacase

Processo

Depésito

Pais de origem

Titulo

P19206013-7

18/05/1992

Alemanha

Processo para deslignificacdo de

material contendo lignocelulose,
alvejamento e tratamento de aguas
residuais por meio de lacases com

eficiéncia melhorada

P19509394-0

18/10/1995

Dinamarca

Processo para proporcionar um
aspecto alvejado na densidade de
coloracdo da superficie de tecido

tingido

P19814332-8

17/12/1998

Dinamarca

Processo e sistema para remocéao
de corante em excesso de tecido ou
de fio recém fabricado estampado

ou tingido, e, uso de componentes

P10002329-9

30/05/2000

Brasil

Processo de tratamento de
tratamento de efluente papeleiro
Kraft E1 pelo sistema de enzima-

mediador: lacase - hidroxamatos

P10004038-0

06/09/2000

Estados Unidos

Producdo de aromas naturais por
lacase

P10004323-0

14/09/2000

Brasil

Biossensor amperométrico para

determinagao de compostos
fendlicos — eletrodo de materiais
lacase

carbonaceos com

imobilizada

P10100576-6

09/02/2001

Brasil

Biossensores amperométricos

multicomponente para
determinagao simultanea de

compostos fenolicos

Fonte: INPI (http://www.inpi.gov.br)
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O uso de lacase para transformar compostos téxicos em metabdlitos seguros
pode ser uma alternativa viavel para reduzir a poluicdo ambiental, mas h& varios
fatores que limitam esta aplicacdo para enzimas livres, pois estas podem ser
desativadas ou desnaturadas quando submetidas as severas condi¢ées encontradas
nos solos ou efluentes. As imobilizacdes de enzimas em diversos suportes através de
processos fisicos ou quimicos podem minimizar estas limitagdes, tornando-as mais
estaveis e aplicaveis por um maior periodo de tempo (Gianfreda et al. 1999).
Encontram-se na literatura estudos utilizando a enzima lacase livre ou imobilizada,
para descoloracdo de diferentes corantes (Pointing & Vrijmoed 2000, Duran &
Esposito 2000). Para alguns pesquisadores a imobilizacdo de enzimas para emprego
no tratamento de efluentes € um procedimento absolutamente necessario (Peralta-
Zamora et al. 2003).

Um grande numero de suportes tem sido utilizado para imobilizacao de
enzimas, havendo um predominio dos suportes organicos, sejam naturais ou
sintéticos, em relagédo aos inorganicos (Fernandes 2000). Recentemente a classe de
polimeros chamados polimeros condutivos tem recebido bastante atencao e vem
sendo utilizado como suporte para imobilizagdo de enzimas. Entre estes a polianilina
(PANI) tem se destacado por ser um suporte que apresenta boa estabilidade, sua
sintese que pode se dar através de métodos eletroquimicos e quimicos, € simples,
extremamente barata e com rendimento muito bom (Fernandes et al. 2003).

Considerando a grande aplicabilidade da enzima lacase e a maior
compreensdao do seu papel fisiolégico, fungos produtores desta enzima tém sido
atualmente alvo de muita atencado, uma vez que a producdo de lacase geralmente
excede a de LiP e MnP (Pointing et al. 2000). A maioria dos estudos descritos na
literatura tem utilizado linhagens flungicas oriundas de areas temperadas, enquanto
que os fungos tropicais tém recebido comparativamente pouca atencao (Pointing et
al. 2000). Entretanto o P. sanguineus é um bom produtor de lacase de regides
tropicais, candidato ao emprego em processos biotecnolégicos em que se requer
lacase.

Segundo Okino e colaboradores (2000), a habilidade para descolorir corantes
poliméricos esta correlacionada com a degradagao de xenobidticos e, em um amplo
estudo envolvendo 116 espécies brasileiras de basidiomicetos de florestas tropicais,
estavam incluidas 6 linhagens de P. sanguineus, dos quais 5 se mostraram eficientes

degradadores de guaicol e de um corante polimérico (remazol brilhante blue R
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(RBBR)), alguns apresentando somente atividade de lacase e outros de lacase e
peroxidase.

A ampla gama de substratos sobre os quais a lacase pode atuar € uma
caracteristica que direciona para 0 emprego da mesma na biorremediagcdo de
ambientes complexos como, por exemplo, o efluente de industrias farmacéuticas, que
apresenta uma composicdo bastante varidvel em fungdo da sazonalidade de
produgdo que implica consequentemente em uma mudanca na composigdo do
efluente gerado. Esta variacao dificulta o tratamento biolégico deste efluente.

Diante do que foi exposto é de grande importancia que se encontrem novas
fontes de lacase com propriedades industrialmente aceitdveis como maior
estabilidade térmica, maior resisténcia a extremos de pH, maior tempo de
armazenamento entre outras. Igualmente importante é o desenvolvimento de

processos de produgéo e purificacdo economicamente vidveis para estas fontes.
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2. OBJETIVOS

A atuacado da enzima lacase sobre uma diversidade de substratos, aliada as
vantagens de seu emprego quando comparada a outras fenoloxidases a torna uma
enzima em potencial para aplicagbes biotecnolbgicas diversas. Apesar dos fungos do
género Pycnoporus serem considerados bons produtores de lacase, ha relativamente
poucos trabalhos sobre os mesmos, em especial o P. sanguineus. Considerando

estes aspectos o presente trabalho teve como objetivo o seguinte:

% Avaliar “in vivo” a acao do fungo P. sanguineus (CCT-4518) sobre corantes

utilizados na industria farmacéutica;

% Avaliar a produgao de lacase pelo P. sanguineus em diferentes meios de
cultivo;

% Purificar e caracterizar lacases produzidas pelo fungo P. sanguineus;
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Enzimologia (ICB/UFG),
contando com o apoio técnico dos Laboratérios de Quimica de Proteinas (ICB/UFG) e
de Enzimologia (FF/UFG).

3.1. Meios de cultura

Meio agar batata dextrose (BDA)
Glicose 2,0 % (p/v)
Agar 1,5 % (p/v)

Caldo de batata cozida 20,0 % (v/v)

pH 6,0 £ 0,2, a temperatura ambiente (28 ¢ C)

Meio de produgéo de lacase (MPL)

Extrato de malte 1,25 % (p/v)
Tween 80 0,10 % (p/v)
CuS04.5H,0 0,0005 % (p/v)
2,5 — xilidina 0,4 mmol.L"

pH 5,0 £ 0,2, a temperatura ambiente (28 ¢ C)



Meio YMA

Extrato de malte

Extrato de levedura

Glicose
Peptona
2,5 —xilidina

0,30 % (p/v)
0,30 % (p/v)
1,00 % (p/v)
0,50 % (p/v)
0,4 mmol.L™

pH 5,0 £ 0,2, a temperatura ambiente (28 ¢ C)

Meio modificado de Herpdel (2000)

Maltose

Sulfato de aménia

Tartarato de sodio

KH2PO4
CaCl,.2H,0
MgSQO4.7H.0O
FeS0O,4.7H0
ZnS04.7H0
MnS0O4.5H,0
CuS04.5H0

Extrato de levedura

Tween 80
2,5 — xilidina

2,00 % (p/v)
0,132 % (p/v)
0,27 % (p/v)
0,133 % (p/v)
0,01 % (p/v)
0,05 % (p/v)
0,007 % (p/v)
0,0047 % (p/v)
0,0035 % (p/v)
0,0007 % (p/v)
0,10 % (p/v)
0,10 % (p/v)
0,4 mmol.L™

pH 5,0 £ 0,2, a temperatura ambiente (28 ¢ C)
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Meio modificado de Pointing (2000)
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KH2PO4 2,00 (g/L)

CaCl,.2H,0 0,10 (g/L)

MgS04.7H,0O 0,50 (g/L)

FeS04.7H0 1,00 (mg/L)
ZnS04.7H20 1,00 (mg/L)
MnS0O4.5H,0 5,00 (mg/L)
CuS04.5H0 0,10 (mg/L)
NaCl 10,0 (mg/L)
CoCl,.6H20 1,00 (mg/L)
AIK(SO4)2 0,10 (mg/L)
H3BO3 0,10 (mg/L)
NaMo0O,4.2H,0 0,10 (mg/L)
Tiamina.HCI 1,00 (mg/L)
Glicose 8,00 (g/L)

Tartarato de aménio 2,4 mmol.L"
2,5 - xilidina 0,4 mmol.L"

pH 5,0 £ 0,2, a temperatura ambiente (28 °C)

Todos os meios de cultura foram autoclavados a 120 °C, durante 15 minutos.
Para induzir a producao de lacase, 2,5 — xilidina (Sigma Chemical Company) na
concentracdo de 50 mg/L, previamente filtrada em membrana millipore “Millex” foi
adicionada aos meios ja autoclavados, no momento do inéculo ou ap6s 24 horas de

incubacéo.

3.2. Origem e manutencao dos fungos

A linhagem de Pycnoporus sanguineus CCT-4518 (Linnaeus ex Fries) Murrill

utilizada neste trabalho foi obtida junto a Fundacao André Tosello em Campinas/SP.
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O fungo foi mantido em meio BDA, no escuro, a temperatura ambiente por 10 dias,
armazenado a 4 °C e repicado mensalmente para a manutengéo das culturas.
Para a obtencao de esporos as culturas foram crescidas por 5 dias a 37 °C, no

escuro.
3.2.1. Avaliacao do efeito da temperatura no crescimento do fungo

Para investigar o efeito da temperatura no crescimento do fungo em meio
sélido, o P. sanguineus foi crescido em placas com BDA, ao abrigo da luz, em estufas
com temperatura de 28, 37, 46 e 55 °C, sendo o tamanho das colénias medido
diariamente, como um indicador da taxa de crescimento. Os testes foram feitos em

triplicata.

3.3. Descoloracao de corantes

Placas de 5,5 cm de diametro contendo 10 mL de meio BDA acrescido de 0,02
% de cada corante individualmente (FD & C yellow n. 6, Food Blue 1, Ponceau 4R e
Remazol brilhante laranja) foram inoculadas com um disco de agar com 7 mm
retirado da regido de crescimento mais recente do fungo em meio BDA. As culturas
foram mantidas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, sendo o crescimento do
fungo e descoloragao do meio observados visualmente e medidos diariamente por um
periodo de 20 dias. O descoramento de toda a placa foi considerado como 100 % de
descoloragdo. Como controle do crescimento do fungo, foi feito o inédculo em placas
contendo apenas BDA. Os experimentos foram realizados em triplicata. (Jarosz-
Wilkolazka et al. 2002; Dias et al. 2003).

3.4. Producao de lacase

Frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL do meio de cultura MPL foram
inoculados com 1 x 107 esporos . mL' de P. sanguineus e incubados a 28 °C, sob
agitacdo constante de 150 rpm, por 72 horas. O material de cultivo foi filtrado a vacuo
em papel de filtro sendo o sobrenadante congelado em seguida e posteriormente
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descongelado, novamente filtrado para retirada de material precipitado (Galhaup et al.
2002) e em seguida dialisado (“cut off” 12 — 16 kDa) contra agua destilada por 6
horas. As amostras assim obtidas foram estocadas a - 20 °C e utilizadas para
purificagdo, sendo previamente centrifugadas para retirada de qualquer precipitado.

Diversos outros meios de cultura foram utilizados a fim de comparar a
producédo de lacase nos mesmos, mas mantendo as mesmas condi¢gées de cultivo.
Nos experimentos de cinética de producao da lacase as amostras foram coletadas
nos tempos de 12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacao.

3.5. Determinacao da biomassa

A biomassa de P. sanguineus foi determinada em intervalos especificos de
tempo através da filtracdo a vacuo do micélio em papel de filtro, seguida da lavagem
do micélio com agua destilada e secagem do mesmo em estufa a 80 °C até peso
constante. As determinagdes foram feitas em triplicata, utilizando o meio MPL.

3.6. Ensaio enzimatico para atividade de lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacao do substrato, sendo essa
oxidagao acompanhada por 5 a 10 minutos. Utilizando a seringaldazina (Sigma
Chemical Company) como substrato, o ensaio consistiu em acrescentar a 840 ul de
tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™", pH 5,0, 60 pl da enzima previamente diluida
em agua quando necessario, sendo a reacao iniciada pela adicdo de 100 ul de
seringaldazina 1 mmol.L™" (preparada em etanol absoluto). A reacdo aconteceu a uma
temperatura de 25 — 30 °C, sendo a oxidacdo do substrato acompanhada
espectrofotometricamente a 525 nm. O esp5 da seringaldazina é 65.000 M cm™
(Leonowicz & Grzywnowicz 1981).

Quando o substrato utilizado foi o ABTS (Sigma Chemical Company),
acrescentou-se a 860 ul de tampao acetato de sédio 50 mmol.L™", pH 5,0, 40 pl da
enzima previamente diluida em agua quando necessario, sendo a reacao iniciada
pela adigdo de 100 pl de ABTS 5 mmol.L™'. A reacdo aconteceu a uma temperatura
de 25 - 30 °C, sendo a oxidacdo do substrato acompanhada
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espectrofotometricamente a 420 nm. O &42 do ABTS é 36.000 M cm™ (Bourbonnais
& Paice 1990). Em alguns experimentos o extrato bruto foi pré-incubado com a
enzima catalase por 30 minutos, antes do ensaio para atividade enzimatica, a fim de
eliminar qualquer perdxido de hidrogénio enddgeno que pudesse estar presente.

Ao utilizar o guaiacol (Sigma Chemical Company) como substrato,
acrescentou-se a 700 ul de tampao citrato fosfato 50 mmol.L", pH 4,4, 200 pl da
enzima, sendo a reagao iniciada pela adicdo de 100 pl de guaiacol 50 mmol.L™". A
reacao aconteceu a uma temperatura de 25 — 30 °C, sendo a oxidagao do substrato
acompanhada espectrofotometricamente a 470 nm. O g470 do guaiacol é 12.000 M™
cm™ (Nagai et al. 2002).

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz
de oxidar 1 umol de substrato por minuto.

A atividade de lacase foi calculada de acordo com a seguinte formula
(Leonowicz & Grzywnowicz 1981):

10° AE
A= onde: € = coeficiente de extincdo molar de cada substrato,
€ At conforme dados da literatura;
AE = aumento na absorbancia no comprimento
de onda especifico;

At = tempo de reagdo em minutos;

Todas as determinagdes de atividade enzimatica foram realizadas em triplicata,

utilizando previamente dialisado contra agua destilada.

3.7. Dosagem de proteinas totais

As concentragdes de proteinas nas amostras foram determinadas de acordo
com o método colorimétrico descrito por Bradford e colaboradores (1976), utilizando-
se albumina sérica bovina (BSA — Sigma) como padrdao. Amostras de 100 pl foram
misturadas a 1 mL da solugdo de Bradford. Apdés 15 minutos de incubagdo a
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temperatura ambiente, leu-se a absorbancia das amostras a 595 nm. Os ensaios
foram feitos sempre em ftriplicata.

3.8. Eletroforese desnaturante (SDS — PAGE)

O perfil de proteinas secretadas e o grau de pureza obtido durante as etapas
de purificacao foram avaliados através de gel de poliacrilamida a 12%, em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE), segundo Laemmli (1970). As amostras foram liofilizadas
e ressuspendidas em tampao de amostra desnaturante [tampao Tris-HCI 1M pH 6,8 —
1,2 % (v/v) ; B-mercaptoetanol — 1 % (v/v); SDS — 0,4 % (p/v); glicerol - 10 % (v/v);
azul de bromofenol — 0,02 % (p/v)], fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel. A
eletroforese foi realizada em um sistema de eletroforese (Hoefler mini VE system —
Amsterdan Pharmacia Biotech), sendo conduzida a temperatura ambiente com uma
voltagem inicial de 80 V durante a corrida no gel concentrador e depois de 100 V até
o final da corrida cromatogréfica.

Os padrdes de proteinas (Fermentas Life Sciences) utilizados para estimar a
massa molecular da enzima lacase em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) tinham a
seguintes massas: 200 kDa, 150 kDa, 120 kDa, 100 kDa, 85 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 50
kDa, 30 kDa, 20 kDa, 15 kDa e 10 kDa.

3.9. Coloracao com nitrato de prata

Apos a corrida eletroforética o gel foi corado para proteinas, utilizando-se o
método de coloragéo descrito por Blum e colaboradores (1987). O gel foi colocado em
solucéo fixadora [metanol p.a. 50 % (v/v), acido aceético p.a. 12 % (v/v)] por no minimo
1 hora. Foram realizadas 3 lavagens de 20 minutos com solugédo de etanol a 50 %
(v/v), seguida por uma incubacdo em solucao de tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v)
durante exatamente 1 minuto. Na sequéncia do processo de coloragédo o gel foi
lavado por 3 vezes com agua destilada, durante 20 segundos, depois incubado numa
solugcao de nitrato de prata 0,2 % (p/v) contendo 0,1 % (v/v) de formaldeido (37 %),
por 20 minutos. Na etapa seguinte fez-se a lavagem com agua destilada por 2 vezes,

durante 2 minutos e finalmente o gel foi colocado na solugcédo reveladora contendo
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48mL de carbonato de sodio 6 % (p/v), 50 ul de formaldeido (37 %) e 2 mL de
tiossulfato de sédio a 0,02 % (p/v), até o aparecimento das bandas de proteinas. A
coloracao foi interrompida por meio de uma solugéo contendo metanol p.a. 50 % (v/v)

e acido acético p.a. 12 % (v/v). Todas as etapas foram realizadas sob agitacao.

3.10. Determinacao da atividade de lacase em gel de poliacrilamida apos
eletroforese em condicoes desnaturantes

Para determinacao da atividade de lacase em gel de poliacrilamida (12 %), fez-
se 0 mesmo procedimento do item 3.8. exceto que, apds a diluicdo da amostra com o
tamp&o, a mesma néo foi fervida. A corrida cromatogréafica aconteceu nas mesmas
condi¢cdes descritas anteriormente e, apds o término da mesma procedeu-se a
renaturagdo da enzima através da incubagdo do gel por 45 minutos com o tampao
acetato de sédio 50 mmol.L™ nos pH 6,5, 5,5 e 4,5, a 4 °C sendo a troca efetuada a
cada 15 minutos. Apds a renaturagéo o gel foi corado com uma solugéo de ABTS (0,5
mmol.L") em tampdo acetato 50 mmol.L”", pH 4,5 (Gongalves & Steiner 1996,
modificado).

3.11. Purificacao de lacase de P. sanguineus
Todas as etapas cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente.
3.11.1. Cromatografia em coluna de interacao hidrofébica 1

10 ml do sobrenadante de cultura de P. sanguineus obtido como descrito no
item 3.4. e contendo aproximadamente 23 mg de proteinas, foi adicionado de
(NH4)2SO4 até uma concentracdo final de 2 mol.L”" e aplicado numa coluna Phenyl
Sepharose High Performance (1,0 cm x 17,0 cm) (Amershan Pharmacia Biotech)
equilibrada com tampao acetato de sédio 50 mmol.L™" pH 5,0 contendo 2 mol.L™" de
(NH4)2SOs, com fluxo de 2 mL.min”. Equilibrou-se a coluna com 80 mL do mesmo
tampao e as proteinas adsorvidas foram eluidas com um gradiente decrescente de 2

a 0 mol.L" de (NH4)2SOs, e posteriormente com 100 mL de tamp&o acetato de sédio
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50 mmol.L™", pH 5,0. Fracées de 1,0 mL foram coletadas e utilizadas para a
determinacéo de proteina a 280 nm e atividade de lacase. As fra¢gdes com atividade
de lacase foram reunidas, dialisadas contra agua e aplicadas a uma segunda coluna
cromatografica.

3.11.2. Cromatografia em coluna de interacao hidrofébica 2

As fragdes correspondentes ao segundo pico de atividade de lacase obtidas na
etapa anterior foram reunidas, adicionadas de Na,SO4 até uma concentracao final de
1 mol.L", ajustadas para pH 5,0 e aplicadas novamente em uma coluna Phenyl
Sepharose High Performance (1,0 cm x 17,0 cm) equilibrada com tampéao acetato de
s6dio 50 mmol.L™", pH 5,0 contendo 1 mol.L”" de NaxSOs, com fluxo de 2 mL.min™.
Equilibrou-se a coluna com 80 mL do mesmo tampao e as proteinas adsorvidas a
matriz foram eluidas com um gradiente decrescente de 1 a 0 mol.L" de Na,SO,, e
posteriormente com 100 mL de tampdo acetato de sédio 50 mmol.L", pH 5,0.
Fracdes de 2,0 mL foram coletadas e utilizadas para a determinacao de proteina a
280 nm e atividade de lacase. As fragdes com atividade de lacase foram dialisadas
contra 4gua e armazenadas a -20°C.

3.11.3. Cromatografia em coluna de interacao hidrofébica 3

As fragdes correspondentes ao segundo pico de atividade de lacase obtidas na
primeira etapa cromatografica (3.11.1.) foram reunidas, adicionadas de NaCl até uma
concentracao final de 10 %, ajustadas para pH 5,0 e aplicadas novamente em uma
coluna Phenyl Sepharose High Performance (1,0 cm x 17,0 cm) equilibrada com
tampao acetato de sédio 50 mmol.L™", pH 5,0 contendo 10% de NaCl em um fluxo de
2 mL.min". Equilibrou-se a coluna com 80 mL do mesmo tampdo e em seguida
aplicou-se um gradiente decrescente de 10 a 0 % de NaCl e posteriormente 100 mL
de tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L™, pH 5,0. Fracdes de 2,0 mL foram coletadas
e utilizadas para a determinacdo de proteina a 280 nm e atividade de lacase. As
fracbes com atividade de lacase foram dialisadas contra 4gua e armazenadas a -
20°C.
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3.12. Caracterizacao bioquimica das lacases de P. sanguineus

Utilizou-se como substrato para a maioria dos ensaios a seringaldazina.

Quando outro substrato foi usado, fez-se a meng&o do mesmo.
3.12.1. Determinacao do pH 6timo

Na determinacdo do melhor pH para a atividade das lacases, a reacao foi
realizada utilizando-se os tampdes glicina/HCI para pH de 2,0 a 2,4 e citrato-fosfato
para valores de pH que variaram de 2,6 a 7,0. As misturas de reacao e as condicoes
de ensaio foram idénticas as descritas no item 3.6 sendo que, para a fragao

purificada, fez-se a determinacao do pH étimo para diferentes substratos.
3.12.2. Determinacao da temperatura 6tima

Para se determinar a temperatura étima para atividade das enzimas incubou-
se o0 tampao e a parte, o substrato, por 10 minutos, nas diversas temperaturas que
variaram de 15 a 70 °C, com intervalos de 5 °C. A atividade enzimatica foi realizada
em triplicata, de acordo com o protocolo descrito no item 3.6., nas diferentes

temperaturas, usando como substrato a seringaldazina.
3.12.3. Determinacao da termoestabilidade

O efeito da temperatura na estabilidade das lacases estudadas foi
determinado, apos pré-incubacao das enzimas Lac 1 e Lac 2 a 30, 50, 60, 70 ou 80
°C, por um periodo variavel de 15 minutos a 48 horas dependendo do estudo a ser

feito, e da enzima a ser avaliada.

3.12.4. Determinacao das constantes de Michaelis-Menten (K,) e da velocidade

maxima de reacao (Vmax)

Para obtencéo dos valores de Kn € Vimax 0S ensaios de atividade enzimatica
foram realizados utilizando-se concentragbes crescentes dos substratos

seringaldazina, ABTS e guaiacol, nas concentragdes de 0,005 a 0,05 mmol.L™"; 0,025
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a 0,35 mmol.L™" e 0,25 a 4,5 mmol.L", respectivamente. Os ensaios foram feitos em
triplicata e a velocidade de reagdo expressa em pmol de substrato oxidado por
minuto.

Os calculos dos valores das constantes foram realizados através da equacao

de Michaelis-Menten, utilizando-se o programa Curve Expert 1.2.
3.12.5. Efeito de ions metalicos e outros compostos na atividade de lacase

Para estudar o efeito de diversos compostos sobre a atividade das lacases fez-
se a pré-incubacao das enzimas por 5 minutos com os seguintes compostos: NaNs,
HgCl,, CuSO4, NaF, 2-mercaptoetanol, L-cisteina, SDS, EDTA e DMSO. Apéds o
periodo de incubacao acrescentou-se ABTS e transcorridos 5 minutos de reacao fez-
se a leitura das absorbancias. Simultaneamente foram feitos controles sem a adi¢do
destes compostos e suas atividades foram definidas como tendo o valor de 100%. A
fim de descartar uma possivel interagdo os diversos compostos e o substrato
utilizado, fez-se um controle contendo tampéo, substrato e o composto estudado. Os

ensaios foram realizados em triplicata.
3.12.6. Estudo da acao da lacase purificada sobre diferentes substratos

Medidas espectrofotométricas da oxidacao de substratos pela lacase foram
realizadas a temperatura de 25 °C com diferentes substratos em concentragdes que
variaram entre 1 e 5 mmol.L™!, em tampao citrato fosfato 100 mmol.L™", exceto para
seringaldazina que o procedimento foi semelhante ao ensaio enzimatico constante do
item 3.6. Utilizou-se para estes ensaios um espectrofotdmetro modelo Bio Cary, 50

UV-visible spectrophotometer , Varian.

3.13. Determinacao da massa molecular

A determinacdo da massa molecular das lacases produzidas por P.
sanguineus foi realizada através de SDS-PAGE conforme descrito no item 3.8., e
também através de filtracdo em gel em uma coluna Sephacryl S-200 (Amershan
Pharmacia Biotech), equilibrada com tamp&o acetato de sédio 50 mmol.L", pH 5,0,
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contendo 100 mmol.L™" de NaCl. A coluna foi calibrada com as seguintes proteinas
padréo (Sigma Chemical Company): B-amilase (200 kDa), Albumina bovina (66 kDa)
e Tripsinogénio (24 kDa), sendo seu volume vazio determinado através do Blue
Dextran (2000 kDa). A coluna foi eluida com um fluxo de 20 mL.h", sendo coletadas
fracoes de 1 mL. A massa molecular foi calculada a partir da mobilidade versus

massa molecular dos marcadores de proteina.

3.14. Imobilizacao da lacase

A fracdo de Lac 2 obtida na primeira etapa cromatografica (item 3.11.1.) foi
imobilizada covalentemente em polianilina ativada com glutaraldeido (PANIG). A
ativagdo da polianilina foi feita usando uma solugdo de glutaraldeido 2,5 % (v/v)
preparada em tampao fosfato 100 mmol.L”", pH 6,0, sendo o material mantido sob
refluxo por 2 horas (Olsson & Ogren 1989 citado por Fernandes et al. 2003). A
condicdo geral de imobilizagdo foi a seguinte: a 0,005 g de PANIG adicionou-se 100
ul da amostra e 900 pl de tampé&o acetato de sédio 50 mmol.L™", pH 5,0 e colocou-se
sob “agitagdo circular” por 20 minutos. Em seguida o material foi centrifugado a
12.000 rpm/15 min para separar o material imobilizado do sobrenadante. O material
imobilizado foi entdo lavado por 3 vezes com 1 mL de tampéo acetato de sodio 50
mmol.L™", pH 5,0 e centrifugado a 12.000 rpm/15 min.

A fim de verificar o efeito do tempo neste processo variou-se o tempo de
imobilizacdo de 20 a 40 minutos. A influéncia do pH foi avaliada através da variacao
do pH entre 3,0 e 8,0 usando tampao acetato de sodio para pHs 3 — 5 e tampéao
fosfato para pHs 6 — 8. O melhor volume para imobilizacdo foi definido apds testes
com 40, 100 e 200 pl de amostra, sempre com um volume final de 1 mL de amostra

diluida no tampao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito da temperatura no crescimento e na producao de lacase por P.

sanguineus

Apbs avaliagdo diaria do crescimento do fungo em placas contendo BDA
verificou-se que o melhor crescimento se deu a 37 °C onde toda a placa foi recoberta
apods 5 dias. A 28 °C o tempo necessario foi de 7 dias para que toda a placa fosse
colonizada e a 46 °C foram necessarios 8 dias. A temperatura de 55 °C inibiu
completamente o crescimento do P. sanguineus. Dados semelhantes foram
encontrados em meio liquido, onde o melhor crescimento se deu a 37 °C, porém a
producédo de lacase foi melhor a 28 °C. Estes dados sugerem que nao existe uma
relacdo direta entre o crescimento do fungo e a producéo de lacase.

4.2. Descoloracao de corantes

Os corantes azo sao geralmente resistentes a degradacao por microrganismos
aer6bios e sua degradagdo anaerdbia leva a formagdo de aminas aromaticas
carcinogénicas (Torres et al. 2003). Chung e Stevens (1993, citado por Martins et al.
2003) afirmaram que o mecanismo oxidativo dos fungos pode evitar a formacao de
anilinas téxicas formadas pela clivagem dos corantes feita por outros microrganismos
como as bactérias.

Quatro corantes pertencentes ao grupo azo, utilizados na industria
farmacéutica e/ou alimenticia, foram avaliados quanto ao seu efeito no crescimento
do fungo P. sanguineus e sua capacidade de descoloracdo. Algumas caracteristicas

destes corantes estdo listadas na tabela 3.



Tabela 3. Caracteristicas dos corantes utilizados no estudo
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Corante FD & C yellow | Food blue 1 Ponceau 4R Remazol
n.6 brilhante
laranja
Caracteristica
Sindnimos Sunset yellow | Brilliante blue | New coccine -
FCF FCF
Food red n.
Alabaster n. 3 102
Brilliant scarlet
4R
Estrutura C16H10N20782 Cg7H34N2 Con11N2 Con13N3
molecular Na N8.20982 Na301083 Na201183
Grupo quimico Azo Azo Azo Azo
Cl 15985 42090 16255
Amax 480 nm 630 nm 480 nm 494 nm

Comparando-se o crescimento fuangico nas placas contendo corantes com o

das placas controle, contendo apenas BDA, concluiu-se que nenhum dos corantes

testados inibiu o crescimento de P. sanguineus. A observagéo visual dos halos de

descoramento nas placas mostrou que os quatro corantes azo foram total ou

parcialmente descorados no periodo de avaliagdo (Figura 2). Nao foi notada adsorcao

ao micélio para nenhum dos corantes testados, sugerindo que 0 processo de

descoloragéo esta relacionado com uma atividade fungica.
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Figura 2. Agéo do fungo P. sanguineus sobre diferentes corantes utilizados na
industria farmacéutica; teste em placa.

4.3. Producao de lacase por P. sanguineus

O crescimento do fungo em meio liquido se deu sob agitacao, pois, estudos
anteriores mostraram que o crescimento e a producéo de lacase por P. sanguineus
CY788 foi melhor em culturas submetidas a agitacdo do que naquelas mantidas na
condicao estatica (Pointing et al. 2000).

Com o objetivo de determinar o melhor meio de producao de lacase e também
o melhor momento de indugao, o fungo foi crescido em 4 diferentes meios de cultivo e
a 2,5 - xilidina, conhecido indutor de lacase (Eggert et al. 1996a), foi adicionada no
momento do inéculo ou apdés 24 horas de crescimento para todos 0s meios

estudados. Apds 96 horas de crescimento o material foi filtrado e o sobrenadante foi
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avaliado quanto a atividade de lacase (Figura 3). A maior atividade foi obtida quando
0 P. sanguineus foi crescido no meio MPL com a indugao ocorrendo no momento do
indculo. Observou-se que a composi¢cdo do meio influenciou fortemente a producao
da lacase e que o momento da indugdo ndo seguiu um padréo para todos os meios
estudados, devendo ser avaliado para cada meio, o melhor momento para adicao do
indutor. Farnet e colaboradores (2004) utilizaram um meio de cultivo bastante
parecido com MPL, exceto a 2,5 - xilidina, que foi substituida por acido ferulico.
Lomascolo e colaboradores (2002) utilizaram 2,5-xilidina (100 g/L), Tween 80 (0,1 %)
e farelo de milho (0,5 %) para enriquecer o meio de cultivo para P. sanguineus G05,
obtendo nestas condicdes apenas a atividade de lacase, e nenhuma atividade de LiP
e MnP, concordando com o que foi observado neste trabalho.

O uso de catalase em alguns experimentos para determinagdo de atividade
como descrito no item 3.6. ndo levou a qualquer alteragdo nos resultados obtidos sem
a adicao da mesma, sugerindo desta forma que o extrato bruto produzido pelo P.
sanguineus nas condi¢cées deste estudo ndo contém peroxidases como LiP e MnP
(Mayer & Staples 2002) uma vez que estas enzimas s&o capazes de atuar sobre os
substratos utilizados neste trabalho apenas na presenca de perdxido de hidrogénio.
Resultado semelhante foi encontrado por Pointing e colaboradores (2000) para P.
sanguineus CY788, mesmo quando crescido em condicdes favoraveis a producéo de
peroxidases por P. chrysosporium.

Apesar dos diversos trabalhos existentes sobre lacase, fica dificili uma
comparacao direta entre os dados da literatura porque varios procedimentos para o
ensaio de atividade enzimatica tém sido propostos por diferentes grupos de
pesquisadores (lkehata et al. 2004), por isso, ndo foram feitas comparacdes quanto a

producao de lacase do P. sanguineus com os dados da literatura.
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Figura 3. Producgao de lacase por P. sanguineus em diferentes meios e momentos de
inducao com 2,5- xilidina, apds 96 h de cultivo a 28 °C sob agitagdo de 150 rpm.

Como o MPL com indugdo no momento do in6culo mostrou-se o melhor para
obtencdo da lacase, estudou-se o efeito de seus componentes através de uma
avaliacdo em que cada componente foi adicionado ao composto basico do meio, o
extrato de malte - EM (Tabela 4). Este foi o meio de escolha para a produgédo de

lacase para os estudos subsequentes.
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Tabela 4. Efeito dos componentes do MPL na produgéo de lacase por P. sanguineus
apds 96 de crescimento a 28 °C sob agitacao de 150 rpm.

Meio de producao® Atividade® Proteina® Atividade®
(U.mL™) (mg. mL™) especifica (U. mg™)

EM (Extrato de Malte) | 0,045 + 0,002 0,96 + 0,084 0,047 + 0,001
EM + CuSOq 0,057 £ 0,002 0,39 £ 0,035 0,146 + 0,003
EM + Tween 80 0,022 £ 0,001 1,29 £ 0,240 0,017 £ 0,001
EM + Tween 80 +|0,080+0,002 1,38 £ 0,042 0,058 + 0,001
CuSOq4

EM + Tween 80 +|1,089+0,013 2,52 £ 0,084 0,432 £ 0,002
CuSO, + xilidina (MPL)

3 EM — 1,25 %; Tween 80 — 0,1 %; CuSO, — 0,0005 %; 2,5 — xilidina — 0,4 mmol.L"

® Dados obtidos sobre a amostra previamante dialisada contra 4gua destilada.

Nas condi¢des utilizadas observou-se que a adigdo somente de CuSO4 a0 EM
estimulou fracamente a atividade de lacase e triplicou a atividade especifica. Este
aumento foi bem inferior aos registrados por lyer e Chattoo (2003) onde a adigéo de
0,4 mmol.L™" de CuSO, aumentou oito vezes a produgdo da enzima pelo fungo M.
grisea e por Saparrat e colaboradores (2002a) cujo aumento observado foi de 500
vezes na atividade de lacase de Coriolopis rigida na presenga de CuSOs.

A adicdo apenas de Tween 80 ao meio contendo somente EM levou a uma
diminuicdo na produgdo de lacase. Em outro estudo envolvendo a produgédo de
lacase por P. sanguineus CY788 (Pointing et al. 2000) Tween 80 aumentou em 3
vezes a producdo de lacase constitutiva, mas diminuiu a inducdo da producao de
lacase pela 2,5 — xilidina. A combinacdo de Tween 80 e CuSOq4 resultou em um
aumento na producao de lacase e levou a uma atividade especifica um pouco maior
que a observada somente com EM, porém menor que a obtida pela adigdo apenas
de CuSO,. Este resultado esta de acordo com os dados obtidos por Stutzenberg
(1992), que mostraram um significativo aumento na secregdo de proteinas quando

utilizaram Tween 80.
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A adicdo de 400 pmol.L™" de 2,5 - xilidina ao meio contendo CuSO4 e Tween
80 resultou em um aumento expressivo na producéo de lacase, aumentando cerca de
14 vezes em relagdo ao mesmo meio sem este indutor. Observou-se também um
consideravel aumento da atividade especifica quando o P. sanguineus foi crescido na
presenca de 2,5 — xilidina. Este efeito indutor foi observado em diversos outros
trabalhos com fungos lignoliticos. A adigao de 2,5 — xilidina aumentou a atividade de
lacase 50 vezes para P. sanguineus CY788 (Pointing et al. 2000), 9 vezes para P.
cinnabarinus (Eggert et al. 1996b) e 160 vezes para culturas de T. versicolor
(Fahraeus et al. 1958, citado por Leonowicz et al. 2001). Varios outros fungos
degradadores de lignina como Fomes annosum, Pholiota mutabilis, P. ostreatus
(Agematu et al. 1993) e P. radiata (Rogalski & Leonowicz 1992) também tiveram a
producao de lacase aumentada por este composto. Por outro lado, dados da literatura
mostram que outros fungos como, por exemplo, Challara paradoxa CH 32 (Robles et
al. 2002) e P. pulmonarius (Souza et al. 2004), nao responderam a indugao por 2,5-
xilidina.

A menor indugdo observada neste estudo em relagdo aos dados relatados por
Pointing e colaboradores (2000), para P. sanguineus CY788, pode ter sido em funcao
da maior concentracdo de indutor utilizada, uma vez que o mesmo apresenta efeitos
toxicos para o fungo (Eggert et al. 1996b, Pointing et al. 2000) ou pela diferenca na
composicao geral do meio de crescimento do fungo que foi mais complexo no
trabalho mencionado acima.

No estudo realizado por Esposito e colaboradores (1993), P. sanguineus UEC-
2050 foi crescido em um meio contendo EM e, contrariamente ao que foi observado
neste estudo, eles identificaram atividade de MnP no meio de crescimento. Isto
mostra que diferentes linhagens de uma mesma espécie podem apresentar um perfil
de proteinas diferenciado, mesmo quando crescido sob as mesmas condig¢des, pois
no presente estudo, mesmo quando crescido somente em EM, n&o foi identificada a
presenca de peroxidases no meio.

Outro experimento realizado envolvendo a producao de lacase foi a cinética de
crescimento do P. sanguineus em meio MPL. O extrato bruto produzido pelo fungo P.
sanguineus, tornou-se pigmentado com o passar do tempo, sendo o aumento da
pigmentacao de cor alaranjado-avermelhada coincidente com a produgdo crescente
de lacase (Figura 4). Resultados semelhantes foram descritos na produgéo de lacase
por Tetraploa aristata (Saparrat et al. 2002b) e de P. coccineus (Jaouani et al. 2005).
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Estudos anteriores indicam que a lacase esta envolvida no processo de melanizacao
de fungos como, por exemplo, em G. graminis var. tritici e provavelmente em outras
espécies (Edens et al. 1999).
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Figura 4. Pigmentacdo do meio de cultivo de P. sanguineus crescido em MPL por 24,
48, 72 e 96 horas, a 28 °C sob agitacao de 150 rpm.

Os resultados da avaliagdo da producado de biomassa e atividade de lacase
estao representados na figura 5. A atividade foi detectada apds 48 horas de cultivo
alcancando um pico maximo de atividade em 72 horas, e 0 aumento da biomassa nao
resultou em maior atividade de lacase. Dados semelhantes foram encontrados para
outros fungos como M. grisea (lyer & Chattoo 2003) e Cyathus bulleri (Vasdev et al.
2005).
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Figura 5. Cinética de crescimento e atividade especifica de lacase de P. sanguineus a
28 °C sob agitacao de 150 rpm.

4.4. Purificacao da lacase produzida por P. sanguineus

A purificagdo de enzimas requer o monitoramento de proteinas e atividade
enzimatica em todas as etapas cromatograficas, o que representa grande trabalho e
custo para o estudo de enzimas como a lacase que, em muitos casos, requer varias
etapas. Dekker e colaboradores (2000) desenvolveram um método simples e
econdmico, baseado na técnica de zimograma, para um ensaio rapido de deteccao
de lacase. Ao longo deste trabalho, diversos processos cromatograficos foram
testados até alcancar o grau de pureza desejada, o que resultou em inumeros
ensaios para detecg¢ado da lacase. Visando reduzir o custo uma vez que os substratos
como ABTS e seringaldazina tém valor elevado, e também minimizar o trabalho, as
corridas cromatograficas foram monitoradas a partir de um teste em tubo, com

volumes minimos de cada componente do ensaio e avaliagdo visual. A partir deste
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ensaio qualitativo, as fragdes nas quais se identificou lacase, bem como as fragoes
proximas a estas foram submetidas ao ensaio enzimético normal, quantitativo.

O processo de purificagdo desta enzima se deu em duas etapas
cromatograficas, ambas de interacdo hidrofébica, havendo a variagdo do sal utilizado
para eluicdo das amostras. A primeira etapa possibilitou a separacao de duas
isoformas e na etapa seguinte a fracdo de maior atividade especifica foi purificada,

havendo duas rotas alternativas para alcancar este objetivo, como mostrado abaixo:

Extrato Bruto

HIC /2 moI.I_|'1 (NH4)2S04

Pico | Pico Il

HIC / 10 % NaCl HIC / 1 mol.L”' Na,SO,

(Lac 2 pura) (Lac 2 pura)

O sobrenadante do meio de cultura do P. sanguineus foi coletado ap6s 72
horas de crescimento, dialisado e submetido aos experimentos para purificacdo. A
amostra foi aplicada a uma coluna de interagao hidrofdbica equilibrada com tampéao
acetato de sédio contendo 2 mol.L™" de (NH4)2SO, (Figura 6). Durante esta primeira
etapa cromatografica o pigmento escuro presente no extrato bruto foi retido em parte
pela resina e o restante eluido apds o gradiente. Fragdes com atividade de lacase
elufram em uma concentracdo de (NH4)2SO4 entre 0,75 e 0,15 mol.L™", formando dois
picos claramente definidos. A primeira fragdo (Lac 1) foi eluida em uma concentracao
de 0,75 - 0,50 mol.L" de sal e a segunda fragdo (Lac 2) de 0,30 - 0,15 mol.L™". A
separagao dos dois picos de atividade de lacase através de HIC foi possivel com a
concentracdo de 2 mol.L™ de sal, sendo que, em concentracdes mais baixas néo foi
possivel este fracionamento, confirmando assim a importancia da forga ibnica na
separagdo das duas formas de lacase. Resultado semelhante foi observado por
Tomaz e Queiroz (1999) no fracionamento de celulases.
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Figura 6. Perfil cromatografico do sobrenadante da cultura de P. sanguineus (23 mg
de proteina) aplicado a uma coluna de interacao hidrofébica, Phenyl Sepharose HP
tendo como sal eluente 0 (NH4)2SOy4, fluxo de 2 mL/min. Fragcdes de 1 mL foram

coletadas.

O fungo P. sanguineus produziu, nas condigbes deste estudo e durante o
crescimento por 72 horas, duas isoenzimas. Através do gel de atividade (Figura 7)
observa-se que as duas isoformas apresentam um padrdao de migragdo muito préximo
estando por isso representadas no extrato bruto (EB), por uma Unica banda larga. A
producdo de varias isoenzimas € caracteristica comum para a maioria das lacase
fungicas descritas na literatura (Leonowicz et al. 2001, Mayer & Staples 2002). Em
outro estudo sobre producdo de lacase por P. sanguineus CY788 (Pointing et al.
2000) foram detectadas duas isoformas quando o fungo cresceu na presenca de
glicose e apenas uma quando o meio foi suplementado com substrato
lignocelulolitico. No estudo realizado por Lomascolo e colaboradores (2002) uma
linhagem de P. sanguineus GO05 oriunda da China apresentou apenas uma isoforma
de lacase, na presenca do mesmo indutor utilizado neste trabalho. Outros fungos

pertencentes ao género Pycnoporus também apresentaram somente uma lacase nas
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condi¢des estudadas, P. cinnabarinus (Eggert et al. 1996b) e P. coccineus (Jaouani et
al. 2005).

EB Lac 1 Lac 2

Figura 7. Gel de atividade corado com ABTS: Extrato bruto (EB - 0,3 ug de proteinas);
Lac 1 ( 0,5 pg de proteinas); Lac 2 ( 0,3 ug de proteinas).

Observa-se através da figura 7 que a enzima Lac 1 tem menor afinidade para
ABTS que Lac 2 pois, apesar da maior quantidade de proteina aplicada no gel ela

cora-se menos intensamente que Lac 2.

O material correspondente ao segundo pico (Lac 2) obtido na primeira etapa
cromatografica foi aplicado novamente na mesma coluna de interagdo hidrofobica,
alterando o sal eluente para NazSO4 1 mol.L™". Houve um pico Gnico com atividade
enzimatica que eluiu em uma concentracdo de sal entre 0,30 - 0,18 mol.L™,

correspondendo a fragéo de lacase pura denominada Lac 2 (Figura 8).
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Figura 8. Perfil cromatografico da fragdo Lac 2 obtida na primeira etapa
cromatografica (aproximadamente 0,15 mg de proteina), aplicada a uma coluna de
interacao hidrofébica, Phenyl Sepharose HP tendo como sal eluente 0 NaxSOy, fluxo
de 2 mL/min. Fragcbes de 2 mL foram coletadas.

Outro procedimento cromatografico que também resultou na purificagcdo da
enzima Lac 2 foi substituir, na segunda etapa, o sal da fase mével de Na,SO, para
NaCl. Nesta dltima opcdo a enzima nado se ligou a matriz, sendo -eluida

imediatamente apds o inicio da passagem do tampao contendo 10 % de NaCl (Figura
9).
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Figura 9. Perfil cromatografico da fragdo Lac 2 obtida na primeira etapa
cromatografica (aproximadamente 0,018 mg), aplicada a uma coluna de interacao
hidrofébica, Phenyl Sepharose HP tendo como sal eluente o NaCl, fluxo de 2 mL/min.

Fracbes de 2 mL foram coletadas.

A retencao e seletividade de proteinas em HIC sdo dependentes da natureza
quimica do sal utilizado para promover a ligagdo (Oscarsson & Karsnas 1998) e,
durante a segunda etapa para purificacao da lacase de P. sanguineus este efeito foi
observado ao utilizar NaCl, que tem baixa habilidade para favorecer interacoes
hidrofébicas ou Na>,SO,4 que promove uma alta retencdo de enzimas, uma vez que
este esta no inicio da série liotrépica. Apesar de ambos os procedimentos resultarem
praticamente no mesmo grau de pureza, o uso de NaxSO,4 promoveu um rendimento
melhor sendo por isso adotado para obtencéo da Lac 2. Utilizando este procedimento
de purificagdo obteve-se um rendimento de 13,9 %, com um fator de purificacao de
54,1 e atividade especifica de 20 U.mg" (Tabela 5). A enzima purificada migrou como
uma unica banda em SDS-PAGE (Figura 10).
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Tabela 5. Resumo das etapas de purificagdo da lacase Lac 2 produzida por P.

sanguineus induzida por 2,5 — xilidina.

Etapa Volume*  Proteina  Atividade Atividade Fatorde  Rendimento
(mL)  (mg.mL") (U.mL") especifica purificagdo (%)
(U.mg ™)
Extrato 10 2,3 0,86 0,37 1 100
bruto
Phenyl
Sepharose 5 0,029 0,27 9,3 25,1 31,4
(NH4)2SO4
Phenyl
Sepharose 3 0,006 0,12 20 54,1 13,9
NaQSO4
2 volume aplicado a uma coluna
1 2 3 4
kDa
200
150
120
100 | =
85 emm— -
70 - P S
60
50 =
30 -
—
20 -
15 -
10 - -

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %), sob condigdes desnaturantes, de

amostras de P. sanguineus. Amostras — colunas: 1 — marcadores de massa molecular; 2

— extrato bruto (3 pg de proteinas); 3 — eluato da 12 coluna de interagao hidrofébica

(fragbes correspondentes a Lac 2) (0,8 ug de proteinas); 4 — eluato da 22 coluna de

interacao hidrofébica — Lac 2 (0,4 ug de proteinas). Coloragdo com nitrato de prata.
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4.5. Caracterizacao

A caracterizagdo de Lac 1 foi feita com a enzima parcialmente purificada
enquanto que para Lac 2 utilizou-se a enzima purificada.

4.5.1. Massa molecular

A massa molecular das duas isoenzimas foi determinada por filtragcado em gel
(Figura 11) e por SDS-PAGE (Figura 12). Os valores encontrados foram de 79,7 e
72,8 kDa para Lac1 e de 68,1 e 69,0 kDa para a Lac 2, utilizando filtracdo em gel e
SDS-PAGE, respectivamente. Os valores de massa molecular encontrados para as
enzimas desnaturadas e nao desnaturadas sdo proximos indicando a natureza
monomeérica destas duas enzimas. A massa molecular das lacases de P. sanguineus
foi consistente com os valores da maioria das lacases fungicas descritas na literatura,
que variam entre 60 e 80 kDa (Thurston 1994). Pointing e colaboradores (2000)
através de analise em gel de atividade detectaram 2 isoformas de lacase com massa
molecular de aproximadamente 65 kDa, quando P. sanguineus CY788 foi cultivado na
presencga de glicose. Outro trabalho descrito por Lomascolo e colaboradores (2002)
obtiveram para P. sanguineus GO05 uma isoforma de aproximadamente 70 kDa (SDS-
PAGE).
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Figura 11. Determinacdo da massa molecular de Lac 1 e Lac 2 por meio de
cromatografia de filtragdo em gel em coluna Sephacryl S-200. Massa molecular dos
marcadores utilizados: 200 kDa, 66 kDa e 24 kDa. Ve — volume de eluicdo da

proteina; Vo — volume vazio da coluna.
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Figura 12. Determinacdo da massa molecular das enzimas Lac 1 e Lac 2 por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %) sob condigdes desnaturantes, corado
com nitrato de prata. Massa molecular dos marcadores utilizados: 150 kDa; 120
kDa; 100 kDa; 85 kDa; 70 kDa; 60 kDa; 50 kDa; 30 kDa. Rf —razdo entre a

distancia percorrida pela proteina e o tamanho do gel.

4.5.2. Analise espectrofotométrica da lacase purificada

Apesar da lacase purificada de P. sanguineus nao apresentar coloragdo azul,
tipica para a maioria das lacases fungicas, inclusive a de P. cinnabarinus (Eggert et
al. 1996b), seu espectro de absor¢cédo ultravioleta-visivel mostrou os picos de
absorgao caracteristicos para lacase: a 280 e 620 nm e um ombro proximo a 330 nm
(Figura13). O pico proximo a 600 nm é tipico para o cobre tipo 1 enquanto que o
“shoulder” proximo a 330 nm sugere a presenca do par de cobre tipo 3 bi nuclear
(Eggert et al. 1996b). O aumento da absorbancia préximo a 600 nm mostrou-se mais

difuso que a maioria dos espectros apresentados na literatura, mas isto néo indica



52

auséncia do cobre tipo 1 pois, segundo Baldrian (2004a), a auséncia deste pico na
regiao espectral azul pode ser devido ao baixo coeficiente de extingao para o cobre
tipo 1 localizado na proteina. A lacase estudada por Baldrian (2004a) foi de Daedalea
quercina que néo apresentou o pico de absorbancia a 600 nm, assim como o relatado
por Edens e colaboradores (1999) para lacase de G. graminis que, apesar de nao
exibir o caracteristico pico de absorg¢éo préximo a 600 nm teve a presenga do cobre
tipo 1 confirmada através de outra técnica, “inductively coupled plasma spectroscopy”
e de estudo da seqiiéncia de genes. Dong & Zang (2004) também relataram a
auséncia dos dois picos caracteristicos no espectro das duas lacases de T. gallica,
embora as mesmas tivessem apresentado 3,86 moléculas de cobre por molécula de
proteina e uma fraca coloracdo azul. Segundo Chefetz e colaboradores (1998) a
lacase de Chaetomiun thermophilium também teve um pico de absorbancia muito
pequeno a 604 nm.

Outro dado que reforga a presenca do cobre tipo 1 na enzima Lac 2 é a razao
das absorbancias 280/610 nm. A enzima Lac 2 teve uma razéo igual a 20, resultado
semelhante ao encontrado por DAS e colaboradores (2001) para a isozima L, de P.
florida, e muito préximo ao encontrado por Schneider e colaboradores (1999) e por
Xiao e colaboradores (2004), ambos com o valor de 21. Esta razao é tipicamente 15 —
20 para lacases azuis e reflete o balanco entre a absorbancia do cobre tipo 1 a 610
nm e a combinagdo das absorbancias de triptofano e residuos de aminoacidos
aromaticos da proteina a 280 nm (Malkin et al. 1969, citado por Leontievsky et al.
1997).
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Figura 13. Espectro de absor¢do na regido visivel-ultravioleta da Lac 2 de P.
sanguineus (0,064 mg). Em destaque o mesmo espectro com menor escala para

mostrar os caracteristicos picos de absor¢éo para lacase.

4.5.3. Efeito do pH na atividade da lacase

A avaliagado da influéncia do pH na atividade das lacases de P. sanguineus foi
verificada em tampao glicina/HCI e citrato-fosfato na faixa de 2,0 a 7,0. Utilizando
como substrato a seringaldazina o pH 6timo foi de 4,8 para Lac 1 e 4,2 para Lac 2
(Figura 14). Lac 1 apresentou uma pequena mudanga na taxa de oxidacao da
seringaldazina entre pH 4,2 e 5,0. Esta enzima manteve praticamente 90 % de sua
atividade maxima neste intervalo de pH, ocorrendo um decréscimo da atividade
imediatamente abaixo ou acima destes pHs. Para Lac 2 a faixa étima de atividade

encontrada foi entre pH 4,0 e 4,6 nos quais apresentou respectivamente 80 e 88 % da
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atividade maxima. Segundo Fukushima e Kirk (1995), é frequente ocorrer diferencas
no pH 6timo de isoenzimas de lacase produzida pelo mesmo organismo.

A faixa de pH em que as duas enzimas estudadas apresentaram boa atividade
foi estreita, assemelhando-se ao perfil observado para lacase de um fungo da familia
Chaetomiaceae (Saito et al. 2003). A maioria das lacases descritas apresenta pH
6timo maior que os apresentados por Lac 1 e Lac 2 para oxidagao da seringaldazina
(Schneider et al. 1999, Robles et al. 2002, Hakala et al. 2005), mas os resultados
observados para lacases do P. sanguineus, principalmente Lac 2, sdo muito préximos
aos observados para P. cinnabarinus (Record et al. 2002) e Cerrena maxima
(Koroleva et al. 2001).
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Figura 14. Efeito do pH na atividade de Lac 1 e Lac 2 de P. sanguineus utilizando

seringaldazina como substrato.

Para a enzima Lac 2 estudou-se também a influéncia do pH utilizando ABTS e
guaiacol como substratos, variando o pH de 2,0 a 7,0 (Figura 15). Esta enzima
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apresentou um pH étimo de 3,2 para ABTS, de 4,2 para seringaldazina e de 4,4 para
guaiacol.

Os valores descritos para este parametro sdo bastante varidveis, mas como
outras lacases fungicas, o pH 6timo para oxidacdo de ABTS encontrou-se em uma
faixa de pH mais acida que para outros substratos (Das et al. 2001; Souza & Peralta
2003; Farnet et al. 2004). O pH 6timo para ABTS foi muito proximo ao obtido por
Pointing e colaboradores (2000) para P. sanguineus CY788 (3,0), por Jaouani e
colaboradores (2005) para P. coccineus (3,5), por Nagai e colaboradores (2003) para
L. edodes (3,0) e por Kiiskinen e Fischer (2002) para lacase de M. albomyces (3,5).
As lacases de T. gallica apresentaram pH 6timo ainda mais acido do que os de Lac 2
para ABTS (2,2).

O pH o6timo para oxidacao do guaiacol foi préximo ao apresentado por varias
lacases de diferentes fungos como a lacase de P. cinnabarinus (Eggert et al. 1996b)
com pH 6timo de 4,0 e a de Trametes sp. (Xiao et al. 2003) de 4,5 para este
substrato. Por outro lado os resultados aqui obtidos estdo bem abaixo dos relatados
por outros trabalhos (Schneider et al. 1999, Kiiskinen et al. 2002, Robles et al. 2002),
indicando que ha uma grande diferenga entre as lacases fungicas, na oxidagdo dos
diferentes substratos.
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Figura 15. Influéncia do pH na atividade da Lac 2 de P. sanguineus utilizando

diferentes substratos.

Segundo Xu (1997) e Kiiskinen e colaboradores (2002), a diferenca no pH
6timo para ABTS e substratos fendlicos € tipica para lacases e reflete a diferenca no
mecanismo de oxidacdo dependendo do substrato. O formato de sino para curva de
pH é tipico para oxidacao de compostos fendlicos, como foi observado para guaiacol
e seringaldazina (Xu 1997). Para ABTS a curva obtida foi “monot6nica”, ou seja,
aquela em que a velocidade de reagao diminui com o aumento do pH o que, segundo
Galhaup e colaboradores (2002), é caracteristico para substratos nao fendlicos.
Diferentemente da oxidacdo de compostos fendlicos em que ha a formacdo de
quinonas, a oxidacdo do ABTS néo é dependente de pH em uma faixade 2a 11 e a
mesma processa em uma Unica etapa, resultando no radical (ABTS * °) (Hining et
al.1964 citado por Johannes & Majcherczyk 2000).

Observa-se que Lac 2 praticamente nao apresentou atividade em pH acima de
6 com nenhum dos trés substratos testados, coincidindo com o observado para

lacase de Mauginiella sp. (Palonen et al. 2003).
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4.5.4. Efeito da temperatura na atividade da lacase

A temperatura étima de Lac 1 foi de 25-30 °C (Figura 16), coincidindo com a da
lacase de Challara paradoxa CH 32 (Robles et al. 2002) e de M. grisea (lyer &
Chattoo 2003). Esta enzima exibiu um bom nivel de atividade em temperaturas baixas
(20 e 35 °C), como a lacase de T. versicolor e UD4 (Jodaan & Leukes, 2003).

A temperatura 6tima de Lac 2 foi de 50 °C, proxima ou igual a encontrada para
varias outras lacases fungicas como, por exemplo, de Aspergillus nidulans (Scherer &
Fischer 1998), L, de P. florida (DAS et al. 2001), de Trametes pubescens (Galhaup et
al. 2002), Lac 2 de P. pulmonarius (Souza & Peralta 2003), Lac A de Trametes sp.
(Xiao et al. 2003). Para o género Pycnoporus a melhor temperatura foi ainda superior
para P. cinnabarinus (65 — 70 °C) e P. coccineus (60 °C) (Record et al. 2002 e
Jaouani et al. 2005).
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Figura 16. Influéncia da temperatura na atividade das lacases produzidas por P.

sanguineus.
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4.5.5. Efeito da temperatura na estabilidade térmica da lacase

A influéncia da temperatura na estabilidade das lacases em estudo foi
verificada apds pré-incubagéo da enzima por um periodo variavel de 15 minutos a 48
horas em temperaturas que variaram entre 15 e 80 °C conforme demonstrado nas
figuras 17 a 20.

Os resultados apresentados mostram claramente que a enzima purificada Lac
2 apresenta uma estabilidade térmica bem superior a Lac 1, mas, comparando com
os dados da literatura constata-se que Lac 1 foi um pouco mais estavel que a lacase
de P. sanguineus CY788 (Pointing et al. 2000). Enquanto a lacase estudada por
Pointing e colaboradores (2000) apresentou uma perda rapida de atividade quando
incubada por periodos relativamente curtos de tempo em temperaturas acima de 35
°C, quando mantida a 30 °C por um periodo de 2 horas, Lac 1 manteve praticamente
100 % da atividade inicial e conservou mais que 70 % da atividade mesmo quando
mantida por 60 minutos a 50 °C (Figura 16). Apesar de apresentar a mesma
temperatura 6tima que a lacase de M. grisea (lyer & Chattoo 2003), Lac 1 foi mais
estavel, apresentando uma atividade residual de 71 % apos incubagéo a 50 °C por 1
hora contra aproximadamente 55 % da lacase de M. grisea. A inativagdo completa de
Lac 1 se deu quando a mesma foi incubada por 2 horas em temperatura superior a 70
°C enquanto que para lacase de M. grisea esta inativacdo se deu apds 1 hora de
incubacao em temperatura superior a 60 °C.
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Figura 17. Termoestabilidade de Lac 1 e Lac 2 apds pré-incubagdo a 50 °C por 5

horas.

Os resultados obtidos por Lomascolo e colaboradores (2002) estdo mais
proximos aos observados para Lac 2 no que se refere a estabilidade térmica,
mostrando-se esta ainda um pouco mais estavel uma vez que a lacase de P.
sanguineus GO05 por eles estudada foi quase completamente inativada quando pré-
incubada a 80 °C por 80 minutos enquanto que Lac 2 ainda manteve
aproximadamente 10 % da atividade inicial quando mantida nestas mesmas
condi¢des (Figura 18). Ap6s 60 minutos nesta mesma temperatura Lac 2 ainda
manteve 20 % de atividade, mostrando-se mais termoestavel que a lacase de P.
coccineus (Jaouani et al. 2005) que foi quase totalmente inativada e a de P.
cinnabarinus (Eggert et al. 1996b) que foi completamente inativada nestas condigdes.
Quando pré-incubada a 50 °C por 8 horas a lacase de P. coccineus (Jaouani et al.
2005) manteve aproximadamente 60 % da atividade inicial enquanto que Lac 2 nao
apresentou qualquer redugéo de atividade no mesmo periodo (Figura 19).

Alta termoestabilidade ndo é uma caracteristica muito comum para lacases
fungicas (Kiiskinen et al. 2002), apesar de serem comparativamente mais
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termoestaveis que LiP e MnP (Sigoillot et al. 1999), mas ap6s 24 e 48 horas de
incubagéo a 50 °C a enzima Lac 2 ainda conservou respectivamente 93% e 76 % de
sua atividade inicial (Figura 19), mostrando uma termoestabilidade ainda maior que a
mencionada para lacase dos fungos termofilicos C. thermophilium (Chefetz et al.
1998) e M. albomyces (Kiiskinen et al. 2002) que apresentaram nesta temperatura ti/.
de 12 h e 50 h respectivamente. Enzimas apresentando boa termoestabilidade
apresentam potencial aplicacdo em processos que requerem agitacado mecénica ou
para o tratamento de efluentes aquecidos como os gerados por industrias téxteis, por
exemplo (Dias et al. 2003, Jodaan & Leukes 2003).
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Figura 18. Termoestabilidade de Lac 2 apés pré-incubacao a 50 e 80 °C por 5 horas.
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Figura 19. Termoestabilidade de Lac 2 de P. sanguineus apés pré-incubagdo a 50 °C
por 48 horas.

Outro estudo relacionado a estabilidade térmica consistiu de pré-incubar as
enzimas Lac 1 e Lac 2 por 2 horas em diferentes temperaturas (Figura 20). Quando
mantida a 60 °C por 2 horas, Lac 2 ainda conservou 80 % de sua atividade enquanto
Lac 1 apenas 20 %. A 70 °C neste mesmo tempo de incubacdo Lac 2 ainda
apresentava quase 40 % de atividade e Lac 1 ja havia sido totalmente inativada.
Lacase de P. cinnabarinus foi inativada a 80 °C em 1 hora (Eggert et al. 1996b)
enquanto que Lac 2, ainda apresentava 20 % de atividade, sendo inativada apds mais
de 2 horas a 80 °C. Apds 20 minutos de incubagédo a 80 °C Lac 2 ainda apresentou
50 % de sua atividade inicial enquanto que para T. pubescens (Galhaup et al. 2002)
t12 foi de 3,7 minutos a 70 °C, para Peniophora sp ti2 foi de 15 minutos a 70 °C
(Niku-Paavola et al. 2004) e para D. quercina ti», a 65 °C foi de 28 minutos em pH 5,0
e de 6 minutos em pH 3,0 (Baldrian 2004a) . A lacase de Marasmius quercophilus
(Dedeyan et al. 2000) foi totalmente inativada dentro de 15 minutos na temperatura
de 80 a 90 °C.
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Outra caracteristica interessante foi a ativagdo térmica observada para Lac 2
que apresentou maior atividade quando incubada por 2 horas a 50 °C. Também a
incubag@o em temperaturas mais altas resultou em atividade mais alta para lacase de
Phellinus ribis (Min et al. 2001), de M. albomyces (Kiiskinen et al. 2002) e de T.
pubescens (Galhaup et al. 2002). Esta ativacdo térmica pode ser decorrente de
mudangas estruturais, desdobramentos que podem estar resultando em maior
exposicao do sitio ativo da enzima ou ainda porque o aumento de temperatura pode
estar promovendo o desligamento de compostos que estejam “bloqueando ou
dificultando” o acesso ao sitio ativo da enzima. Este fenémeno nao foi observado em

outros estudos com fungos do género Pycnoporus.
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Figura 20. Termoestabilidade de Lac 1 e Lac 2 de P. sanguineus apés pré-incubacao
por 2 horas a 30, 50, 60, 70 e 80 °C.

Segundo Pointing e colaboradores (2000), a lacase de P. sanguineus CY788
foi muito estavel a 4 °C, ndo sofrendo perda significativa de atividade por mais que 8

horas nesta temperatura. A enzima Lac 2 de P. sanguineus aqui estudada foi capaz
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de ser armazenada nesta temperatura por um tempo bem maior que a lacase
mencionada acima, ndo apresentando perda significativa de atividade apds 1 semana
e quando mantida por 8 semanas nestas condigdes, ainda apresentou mais que 80 %
da atividade inicial.

Diante dos resultados envolvendo temperatura acima apresentados, pode-se
concluir que Lac 2 é estavel até 70 °C, por um periodo de 120 minutos, e bastante
estavel quando mantida a 50 °C, mostrando-se assim maior termoestabilidade que

varias outras lacases ja descritas na literatura.

4.5.6. Determinacao de K, € Viax

O efeito da concentracdo de seringaldazina na velocidade de oxidagao deste
substrato pelas enzimas Lac 1 e Lac 2 foi determinado conforme exposto nas figuras
21 e 22 respectivamente, enquanto que as figuras 23 e 24 mostram o efeito da
concentracado de ABTS e guaiacol para Lac 2. As concentragbes de seringaldazina,
ABTS e guaiacol variaram de 0,005 a 0,05 mmol.L"; 0,025 a 0,35 mmol.L" € 0,25 a
4,5 mmol.L" respectivamente. Os ensaios foram feitos a 25 — 30 °C, no pH 6timo
previamente estabelecido para cada substrato. Os valores de Ky e Vmax estimados
pelo método de regressado nao linear, através da equacao de Michaelis-Menten foram
respectivamente 10,3 pmol.L™" e 151,3 p mol de substrato oxidado . min ™' para Lac 1,
utilizando como substrato a seringaldazina e os resultados para Lac 2 estao dispostos
na tabela 6.

Os valores de K, para seringaldazina de ambas as lacases de P. sanguineus
sao préximos ao encontrado para lacase do fungo da familia Chaetomiaceae (9 pM)
(Saito et al. 2003), e mais baixo que de outras lacases como por exemplo de
Rigidoporus lignosus (40 umol.L™") (Cambria et al. 2000), Coriolus hirsutus (142,7
umol.L™) (Shin & Lee 2000), P. pulmonarius (12 pmol.L™") (Souza & Peralta 2003) e D.
quercina (131 pmol.L™") (Baldrian 2004a), mas no entanto é mais alto que os valores
obtidos para lacase de T. pubescens (6,0 umol.L™") (Galhaup et al. 2002) e de M.
quercophilus (4,2 pmol.L'") (Farnet et al. 2004).

A enzima Lac 2 apresentou uma menor afinidade quando se utilizou ABTS
como substrato (58,01 pmol.L™" ), que a lacase de P. coccineus (36 umol.L™)
(Jaouani et al. 2005) e resultado praticamente igual ao observado para P.
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cinnabarinus (55 pmol.L™") (Record et al. 2002). A afinidade de Lac 2 para o guaiacol
foi um pouco menor que a observada para P. cinnabarinus que apresentou um Ky, de
330 umol.L" (Schiliephacke et al. 2000). Valores de K, bem mais altos (800 — 900
umol.L™") tém sido descritos para outras lacases fungicas (Kiiskinen et al. 2002 e
2004) para este substrato.

Tabela 6. Constantes cinéticas de Lac 2 na oxidacao de diferentes substratos.

Km (umol.L™) Vimax (4 mol . min ) Vimax/Km
Seringaldazina 8,3 1949 23,4
ABTS 58,0 238,4 41
Guaiacol 369,6 14,7 0,04

A ordem de afinidade para Lac 2 frente aos trés substratos utilizados estao de
acordo com a observada em diversos outros estudos, seringaldazina > ABTS >>
guaiacol (Chefetz et al. 1998; Souza & Peralta 2003; Kiiskinen et al. 2004; Xiao et al.
2004). A enzima Lac 2, apresentou maior afinidade e eficiéncia (Vmax/Km) com
seringaldazina e maior atividade (Vmax) com ABTS. Guaiacol, um fenol mono-
metoxilado, foi o substrato que apresentou os piores resultados. A maior atividade
para oxidagcdo do ABTS tem sido relatada para muitas lacases fungicas. Segundo
Eggert e colaboradores (1996b) lacase de P. cinnabarinus e de C. hirsutus
apresentaram mais alta atividade com ABTS que com guaiacol, 0 mesmo ocorrendo
com lacase de Trichophyton rubrun (Jung et al. 2002). Lacase de M. albomyces, de
forma semelhante a observada para Lac 2, foi mais ativa contra ABTS, seguido por
seringaldazina, 2,6-DMP e por ultimo guaicol (Kiiskinen et al. 2002).



65

140.0

=~ 120.04

-1

100.0

. min

80.0

60.0

40.0 °

Velocidade (u mol

20.0

0.0 T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Seringaldazina (umol.L™)

Figura 21. Determinacdo das constantes cinéticas Ky € Vmax, da Lac 1 de P.
sanguineus na oxidagao de seringaldazina.
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4.5.7. Especificidade por substratos

A especificidade por substratos da enzima Lac 2 foi avaliada atraves da
mudanga no espectro de absorgéo dos diferentes substratos utilizados. A oxidagao foi
detectada pela formacao de produtos com picos de absorbancia nos comprimentos
de onda especificos (Figura 25). Atuacado sobre uma ampla gama de substratos é
caracteristica comum as lacases fungicas (Thurston 1994, Galhaup et al. 2002) e,
concordando com esta afirmacado, Lac 2 de P. sanguineus oxidou varios compostos
incluindo mono-metoxifendis (guaiacol), dimetoxifenodis (2,6-DMP, seringaldazina),
ABTS, e amina aromatica (o-dianisidina). A enzima Lac 2 nao foi capaz de atuar
sobre a tirosina, substrato especifico para tirosinase comprovando que a enzima
purificada nao pertence ao grupo de tirosinase (Kiiskinen et al. 2002, Robles et al.
2002). Né&o houve também oxidagédo do fenol, vanilina e acido gélico. Em trabalhos
semelhantes, a oxidac¢do do fenol e da tirosina também n&o foi observada (Robles et
al. 2002, Saparrat et al. 2002a, Vasdev et al. 2005).
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Figura 25. Espectros de absorgdo na regidao ultravioleta-visivel de diferentes
compostos fendlicos, mostrando o efeito da enzima Lac 2 de P. sanguineus em
diferentes substratos - (A) 2,6 - DMP; (B) Acido gélico; (C) O-dianisidina; (D) ABTS;
(E) Vanilina; (F) Seringaldazina; (G) Fenol; (H) Tirosina; () Guaiacol. [T] Teste;
[C] Controle.
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4.5.8. Efeito de ions metalicos e outros compostos na atividade de lacase

Para estudar o efeito de diversos compostos na atividade de Lac 1 e Lac 2 o

substrato utilizado foi o ABTS e os resultados estao demonstrados na tabela 7.

Tabela 7. Efeito de diferentes compostos sobre a atividade de lacases produzidas por

P. sanguineus.

Compostos # Lac 1 Lac 2
(concentracéo final) Atividade Inibicao Atividade Inibicdo
residual (%) (%) residual (%) (%)
Nenhum (controle ) 100 0 100 0
NV 0,01 mmol.L" 99 1 89 11
NV 0,1 mmol.L™ 68 32 47 53
HIClou.oovoveeveere. 0,1 mmol.L 92 8,0 100 0
HAClo v, 1,0 mmol.L™ 70 30 88 12
HACla .. 5,0 mmol.L™ 13 87 54 46
2-mercaptoetanol...1,0 mmol.L™ 1 99 7 93
CuSOy.....ceveeee. 1,0 mmol.L™ 112 0 100 0
CuSOy4..cvevvennn... 10 mmol.L 101 0 80 20
NaNs ............... 0,001 mmol.L" 72 28 69 31
NaNsz .....ccceee..e. 0,01 mmol.L 15 85 23 77
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L-cisteina ........... 0,01 mmol.L™ 103 0 91

L-cisteina ............. 0,1 mmol.L 103 0 96

L-cisteina ............. 1,0 mmol.L™ 0 100 2 98
SDS oo 1,0 mmol.L™ 100 0 99 1

SDS oo, 5,0 mmol.L" 93 7 83 17
EDTA oo 10 mmol.L™ 77 23 90 10
EDTA oo 25 mmol.L™ 66 34 78 22
DMSO ..o 10 mmol.L™ 102 0 100 0

DMSO ...coovee.. 25 mmol.L™ 95 5 97 3

# Todos os agentescompostos foram preparados em &gua destilada; o tempo de

incubagéo prévia do composto com a enzima foi de 5 minutos.

Por tratar-se de uma enzima contendo metal em seu sitio ativo, dois agentes
quelantes foram testados, EDTA e azida sddica (NaNs). As lacases de P. sanguineus
foram apenas parcialmente inibidas pelo EDTA mesmo em concentragdes bastante
elevadas (25 mmol.L™"), diferindo do ocorrido para lacase de P. coccineus (Jaouani et
al. 2005) e de C. paradoxa (Robles et al. 2002) que foram totalmente ou quase que
totalmente inibidas por 5 mmol.L™' de EDTA. Resultado contrario foi observado para
lacase do fungo da familia Chaetomiaceae (Saito et al. 2003) que nao sofreu inibicao
quando exposto a uma concentragdo de 25 mM do quelante. A azida sddica, na
concentracdo de 0,01 mM inibiu fortemente a atividade de ambas as lacases, sendo
esta inibicAo observada para varias outras lacases, inclusive a de P. cinnabarinus
(Eggert et al. 1996b) e de P. coccineus (Jaouani et al.2005) que foram
completamente inibidas com 0,1 mmol.L™" deste composto. Inibigdo por azida sédica é
comum em enzimas contendo cobre porque ela pode se ligar aos cobres tipo 2 e 3,
resultando dai uma interrupcdo da transferéncia interna de elétrons e inibicdo da
atividade (Gianfreda et al. 1999). De modo geral a inibicdo da enzima por quelantes
de metal como azida sodica e EDTA sugerem que ha pelo menos um metal
necessario para atividade enzimatica (Edens et al.1999).

Mais especifica foi a inibicdo causada pelo NaF sobre as duas enzimas em
estudo. Segundo Xu (1996), esta inibicao é tipica para lacases, sendo explicada pela
interagdo do fluoreto com os 4&tomos de cobre tipos 1 e 2. Scherer & Fischer (1998)
relataram a inibicdo da lacase Il de Aspergillus nidulans por NaF, o mesmo ocorrendo
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para lacase de M. albomyces (Kiiskinen et al. 2002) e de Trichophyton rubrum LKY-7
(Jung et al. 2002).

O efeito do fon Cu™ foi avaliado através da adicdo de CuSO, a amostra e
mostrou resultados distintos para as duas lacases. Na concentracdo de 1,0 mmol.L
praticamente ndo houve alteracdo da atividade de ambas as enzimas, mas a
presenca de 10 mmol.L™" de CuSOQy inibiu parcialmente a atividade de Lac 2 enquanto
Lac 1 manteve 100 % de atividade. O resultado encontrado concorda com o obtido
para lacase extracelular de L. edodes (Nagai et al. 2002).

Outro ion que teve seu efeito avaliado foi 0 Hg**. O efeito observado sobre as
lacases estudadas diferiu do encontrado para a maioria das lacases fungicas que sao
fortemente inibidas por baixas concentragdes deste ion (Robles et al. 2002; Souza &
Peralta 2003). Concentracdo de 5 mmol.L™ inibiu fortemente a atividade de Lac 1 (87
%) e consideravelmente a de Lac 2 (46 %). Mais resistente a presenca do Hg*" foi a
lacase de D. quercina que, mesmo na presenca de 10 mmol.L™" do composto, ainda
apresentou 7 % da atividade controle (Baldrian 2004a). A inibicao por este ion sugere
a presenga de grupos tidis essenciais para atividade da enzima.

Agentes redutores como 2-mercaptoetanol e L-cisteina na concentragdo de 1
mmol.L"inibiram fortemente as lacases em estudo, concordando com outros
trabalhos (Eggert et al. 1996b, Robles et al. 2002; Saito et al. 2003). A lacase de P.
coccineus (Jaouani et al. 2005) mostrou-se bem mais resistente a L-cisteina, tendo
uma inibicdo de 87 % na presenca de 10 mmol.L™" do composto. A inibicdo por
agentes redutores é coerente com a afirmativa da presenca de cisteina como um
aminoacido essencial do sitio ativo de lacases fungicas (Thurston 1994).

A presenga de SDS inibiu fracamente a atividade de Lac 1 e Lac 2, diferindo do
resultado encontrado para P. pulmonarius (80 % de inibicdo com 1,0 mmol.L™" SDS)
(Souza & Peralta 2003) e C. paradoxa CH 32 (Robles et al. 2002) onde 0,1 % (~ 5
mmol.L™") inibiu totalmente atividade inicial. Por outro lado, as lacases de M.
quercophilus nao sofreram qualquer inibicao por este composto (Farnet et al. 2004).

Reacbes enzimaticas em solventes organicos tém ganhado importancia nos
ultimos anos principalmente por aumentar o acesso a substratos insoluveis (Mistein et
al. 1989, Luterek et al. 1998, Robles et al. 2002) por isso incluiu-se neste experimento
o DMSQO, solvente utilizado, por exemplo, na solubilizagdo de seringaldazina (Xiao et
al. 2003). De modo semelhante ao relatado para lacases A e B de Trametes sp AH28-
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2 (Xiao et al. 2003 e 2004), pouca inibicao foi observada para as lacases de P.

sanguineus, mesmo em altas concentracdes do solvente (25 mmol.L™).

4.6. Imobilizacao da enzima Lac 2

Iniciou-se um estudo para imobilizacdo da enzima Lac 2 em PANIG (polianilina
ativada com glutaraldeido), sendo definido inicialmente as melhores condigbes de
tempo, pH e volume da enzima a ser imobilizada (Tabela 8). Os ensaios de atividade
envolvendo os experimentos de imobilizagdo foram realizados todos com ABTS. Nao
foi possivel utilizar a seringaldazina nestes experimentos devido a incompatibilidade
do substrato com o suporte uma vez que compostos fendlicos metoxilados sao
adsorvidos pela PANI (Fernandes, 2000). Os dados apresentados na tabela 8
mostram que a enzima Lac 2 foi imobilizada de imediato na PANIG, tendo
praticamente a mesma atividade apds 20 ou 30 minutos de contato com o suporte; o
melhor pH para imobilizagdo foi 5,0 — 6,0, sendo necessario um volume de 100 pL da

solugédo enzimatica avaliada para a melhor imobilizacao.

Tabela 8. Variaveis para otimizacao da condi¢cao de imobilizacao de Lac 2 em PANIG

Parametro Atividade
relativa (%) ?
Tempo de imobilizagéao
20 min 100
30 min 95
40 min 83
pH
3,0 26
4,0 77
5,0 100
6,0 98
7,0 94
8,0 72
Volume de Lac 2
40 uL 32
100 pL 100
200 pL 79

2 considerou-se a maior atividade como 100 % para cada parametro avaliado; a 0,005
g de PANIG adicionou-se a enzima Lac 2 diluida em tampao até um volume final de 1

mL.



®
%

®
%

®
%

®
%

73

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos para degradacao de corantes sao promissores;

Nas condicbes do estudo detectou-se a presenca de duas isoenzimas com

valores de massa molecular proximos e  propriedades bioquimicas distintas;

As isoenzimas Lac 1 e Lac 2 foram inibidas por tipicos inibidores de lacase;

Lac 2 tem caracteristicas bioquimicas e espectrofotométricas de uma “lacase

verdadeira’”;

Lac 2 tem estabilidade térmica elevada, comparada a outras lacases fungicas;

A otimizagdo da producdo e purificagdo de Lac 2, somada a sua

termoestabilidade, sugerem que esta enzima possa ter aplicagbes

biotecnoldgicas importantes.
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6. PERSPECTIVAS

«» Purificar a enzima Lac 1;

% Realizar testes in vitro de degradagdo de corantes pelas lacases de P.

sanguineus;

% Otimizar a condigao de imobilizagao da lacase;

«» Tratar o efluente de uma industria farmacéutica;

% Preparar um biosensor para detec¢do de compostos fendlicos;
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Abstract

Two isoforms of laccase produced from the culture supernatant of Pycnoporus sanguineus were

partially purified by phenyl-Sepharose chromatography. Molecular masses of the enzymes were 80
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kDa (Lacl) and 68 kDa (Lacll). Optimum pH values and temperatures of Lac I were 4.8 and 30 °C,
those of Lac II was 4.2 and 50 °C, after 5 min of reaction. The K, values of enzymes toward
syringaldazine were 10 uM (Lacl) and 8 uM (Lac II). Sodium azide inhibited Lac I (85 %) and Lac

II (75 %) activities.

Introduction

Laccase (benzenediol:oxygen oxidoreductase (EC 1.10.3.2) is a copper-containing enzyme that
catalyzes the oxidation of a phenolic substrate by coupling it to the reduction of O, to water. Their
function in fungi is varied and includes regulation of morphology, control of virulence and
nutrition, and their ability to delignify woody tissues (Leonowicz et al. 2001). In addition to the
strictly biological functions, laccases are increasingly being investigated for a variety of practical
applications including decolorizing and detoxifying effluents, drug analysis, textile dye bleaching,
synthesis of polymers and bioremediation (Mayer & Staples 2002). Each application requires
unique properties with respect to specificity, stability, temperature and pH dependence. Therefore,
screening of microorganisms with laccase activities could facilitate the discovery of novel enzyme
for different purposes.

In many fungal species the presence of both constitutive and inducible laccases have been
reported and it is present in multiple isoforms with different properties (Mayer & Staples 2002;
Leonowicz et al. 2001). Although there have been many papers dealing with laccase-producing
fungus such as Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora
and Agaricus bisporus (Leonowicz et al. 2001), only limited research has been directed towards the
laccase produced by members of the genus Pycnoporus (Eggert et al. 1996; Pointing et al. 2000;
Vikineswary et al. 2006). In the present work we investigated the laccase activities of Py.
sanguineus and described some of the biochemical properties of two isoforms of laccase from the

culture broth.
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Materials and methods

Organism and culture conditions

Pycnoporus sanguineus CCT-4518 was obtained from Fundacdo André Tosello, Campinas, Sao
Paulo, Brazil. Py. sanguineus conidia (1.0x10’ conidia ml™") were inoculated in liquid medium
containing 12.5 g/l malt extract, 0.005 g/l CuSOy, 1 g/l Tween 80 and 0.05 g/I 2,5-xylidine, and
incubated at 28 °C with shaking (140 rpm). Fungal biomass was determined at specific time
intervals by vacuum filtering mycelia through filter paper, washed with distilled water and dried to
constant weight at 80 °C. Laccase activity was monitored by removing 5 ml of culture filtrate at

intervals.

Laccase assay

Laccase activity was determined at 30 °C using 0.1 mM syringaldazine (em=6.5x10* M~ cm™) in
reaction mixture (1 ml) containing 50 mM citrate/phosphate buffer (pH 4.8 and 4.2), and 60 pl of
the culture supernatant for 5 min. One unit of enzyme activity is defined as the amount of enzyme
required to oxidize 1 uM syringaldazine under standard assay conditions. Assays were carried out
in triplicate for each dilution and at least on two different dilutions. Standard deviation did not
exceed 10 % of the average values. Protein concentration was determined by the method of

Bradford with BSA as standard.

Chromatography method
Enzyme solution was fractionated using a phenyl-Sepharose High Performance column (1 x 17 cm)

equilibrated with 50 mM acetate buffer, pH 5.0, with 2 M ammonium sulphate. Laccase isoforms
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were eluted with a linear gradient of 2 to 0 M ammonium sulphate, at 2 ml min™. Fractions (1ml)

were collected and the protein concentration (280 nm) and enzyme activity were determined.

Electrophoresis and enzymatic activities in gels

After SDS-PAGE (12 % w/v), gels were washed three times with 50 mM sodium acetate (pH 4.5)
for 45 min, and then incubated at 28 °C for 10 min in a solution containing 0.5 mM ABTS. Protein

bands exhibiting laccase activity stained green with ABTS (Gongalves & Steiner 1996).

Results and discussion

Enzyme production

Laccases is one of the important enzymes produced by fungi that have various biotechnology
applications (Mayer & Staples 2002). Among white-rot fungi, Py. sanguineus have been reported to
produce laccase on solid substrate fermentation (Vikineswary et al. 2006) and submerged liquid
culture (Pointing et al. 2000). This work focused on the characterization of two laccases from
culture supernatant of Py. sanguineus induced by 2,5-xylidine, a commonly used inducer for fungal
secretion of laccase (Eggert et al. 1996; Périe et al. 1998; Jung et al. 2002). Laccase activity in the
extracellular fluid of Py. sanguineus cultures supplemented with 0.05g/1 of 2,5-xylidine are shown
in Fig. 1. Laccase activity was enhanced 14-fold by the addition 2,5-xylidine to cultures. A similar
effect has been demonstrated in Py. cinnabarinus, in which addition of 2,5-xylidine enhanced the
laccase activity about 9-fold, compared with cultures without inducer (Eggert et al. 1996). Laccase

production coincided with the synthesis of an orange pigment by the fungus under induced culture.
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Enzyme characterization

The enzyme was purified as shown in Fig. 2. Two laccases were seen: Lac I (major fraction) and
Lac I (minor fraction). SDS-PAGE analysis of these fractions confirmed them to be laccases (Fig.
3) with estimated Mr values of 80 and 68 kDa, respectively. The molecular masses of these
laccases are consistent with the molecular masses of most other fungal laccases, which are between
60 and 80 kDa (Thurston, 1994, Mayer & Staples 2002). Many laccases are produced as multiple
isoforms, e.g. Trametes villosa produces at least three isoforms and Pleurotus ostreatus four
isoforms (Leonowicz et al. 2001). This heterogeneity could be due to differences in the extent of

glycosylation as described by laccase B from Tramets sp. AH28-2 (Xiao et al. 2004).

Optimum pHs of Lac [ and Lac II were 4.8 and 4.2, respectively (Table 1). Optimum
temperatures of Lac I and Lac II were 30 and 50 °C, respectively (Table 1). Lac I was less stable
since it presented a fast decline in its activity after incubation at 50 °C, in pH 4.8 for 120 min of
pre-incubation. However, Lac II maintained a 100 % of activity at temperature of 50 °C, even after
120 min. Some fungal laccases are thermostable, although the most write-rot fungi laccases are not
active at temperatures higher than 50 °C (Cambria et al. 2000; Das et al. 2001; Hublick & Shinner

2000).

Syringaldazine, which is considered a specific substrate for laccase (Harkin & Obst 1973),
exhibited a Ky, of 10 uM and 8 uM, for Lac I and Lac II, respectively. In keeping with the general
properties of fungal laccases, both enzymes were strongly inhibited by 10 uM sodium azide (Table

1), a common inhibitor of metalloenzymes (Sugumaran 1995).
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Tablel. Biochemical properties of the laccases isoforms from Pycnoporus sanguineus

Biochemical properties Laccase I Laccase II
Molecular weight 80 kDa 68 kDa
pH optimum 4.8 4.2
Temp. optimum (°C) Smin 30 50
Temperature stability (50 °C)

pH 4.8/60 min 71 % ND

pH 4.8/120 min 0 ND

pH 4.2/60 min ND 100 %

pH 4.2/120min ND 100 %
K (UM) 10 8
Vinax (U ml™ min™) 151 195

Inhibition by NaNj3 (10 uM) 85 % 77 %

ND: Not Determined. The molecular weights of the enzymes
were determined by gel filtration on Sephacryl S-200. The effect
of pH on the enzyme activity was determined by varying the pH
of the reaction mixtures using citrate/phosphate buffer (pH 2.6-
7.0). The effect of temperature on the enzymatic activity was
determined at the pH optimum, in the range of 20 °C to 70 °C.
The effect of temperature on the enzyme stability was analyzed
by previously incubating the enzyme at 50 °C for 60 and 120
min. Michaelis-Menten constant (K,,) was determined by non-
linear-regression analysis of data obtained by measuring the rate
of oxidation of syringaldazine (from 5 to 60 uM). The
inhibition of the enzymes activities by NaN3; was determined
through previous incubation of the enzyme with 10 uM during 5
min. Results are means values of three replicates.
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Figure legends

Fig. 1. Time course of laccase production and biomass after growth of Py. sanguineus in liquid

cultures containing 0.05 g/l 2,5—xylidine as inducer.

Fig 2. Elution profile of laccases from a crude extract of Py. sanguineus on a column of phenyl-
Sepharose (1 x 17 cm) and equilibrated with 50 mM acetate buffer, pH 5.0, with 2 M ammonium
sulphate. Laccase isoforms were eluted with a linear gradient of 2 to 0 M ammonium sulphate, at 2

ml min™'.

Fig. 3. Activity staining of the isoforms laccase. After SDS-PAGE the enzyme was renatured for
washing of gels with 50 mM sodium acetate buffer (pH 4.5) and stained with ABTS. The amounts

of protein loaded were 0.3 ug (CE), 0.5 ug (Lac I) and 0.3 pg (Lac II).
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