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RESUMO

Neste trabalho, uma lacase de Oudemansiella canarii foi imobilizada pela técnica de agregados de
enzimas reticuladas (CLEA). A imobilizacdo foi eficiente com um rendimento de imobilizagdo de
95% e retencdo de atividade de 66,7%. As constantes cinéticas, K € Vima, determinadas usando
ABTS como substrato, foram 0,21+0,01 mM e 2,0440,04 umol - mi* - min? para a enzima livre
e 0,14+0,01 mM e 1,25+0,03 umol - mi* - min? para a enzima imobilizada, respectivamente. A
enzima imobilizada foi testada quanto ao seu redso, mantendo uma atividade de 80% no décimo
ciclo.
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INTRODUGCAO

As lacases (benzenodiol:oxigénio oxidorredutases, EC 1.10.3.2) sdo cobre-oxidases que
catalisam a oxidacao de um elétron de compostos fendlicos, aminas aromaticas e outros
substratos ricos em elétrons com a reducao concomitante de O; para H20. A enzima é amplamente
distribuida em fungos, plantas, insetos, bactérias e liquens, mas as lacases derivadas de fungos
ligninoliticos tem recebido maior atencdo gracgas ao grande potencial biotecnoldgico e versatilidade
para oxidar uma ampla variedade de substratos, incluindo diferentes compostos xenobidticos
(PERALTA et al. 2017).

A aplicacao de lacases soluveis na biodegradacao de xenobidticos apresenta algumas
desvantagens, como o alto custo de producao, a perda de estabilidade e a ndo reutilizagdo. Esses
fatores tornam menos atraente seu uso em processos de bioremediacao. A imobilizacao de lacases
pode resolver, pelo menos em parte, a limitagao para aplicagao em larga escala. Por esta razao,
esforgos consideraveis tém sido feitos nos Ultimos anos para a obtencao de lacases imobilizadas
Uteis em processos de biorremediacdo. A imobilizacao da lacase resulta em diversas melhorias
para sua aplicacao, incluindo aumentos na estocagem e estabilidades operacionais, melhor
controle da reagdo enzimatica em solucao aquosa e possibilidade de reuso. Diferentes enzimas,
incluindo lacases, tém sido imobilizadas utilizando a metodologia de agregados de enzimas
reticuladas (CLEAs), que consiste em uma precipitacdo controlada das enzimas seguida de
reticulagdo por meio do uso de reagentes bifuncionais como o glutaraldeido (SHELDON, 2007;
VRSANSKA et al. 2018) (Fig. 1).

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
Fone +55 (43) 3371.4270 - biq@uel.br

https://proceedings.science/p/108521


https://proceedings.science/p/108521

V) , .
@ ”,.///Q VII SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
a 11 a13 de setembro de 2019, Londrina - PR

VIISIMBBTEC

Londrina - PR
am
X %_29
WEATT A
R S 1
& o o
b by Sulfato de aménia e
o - it B para = .
2N b + glutaraldeido Wh—aoR .
N » - \\',1!"1-\;3.,_ B
b v v R | 7 MG
T e =, = L /‘-’ﬁf
W ), & \\_.}I-;:‘\:E, \:3 o
1 * & i
o Y : =l L \""Jx]' W F:
5 3% A Tl
S W Ol
r b 4 W
o2
Lacase livre Lacase imobilizada

Figura 1. Esquema geral de imobilizacdo da lacase por formacao de agregados de enzimas reticuladas.

Os CLEAs tém sido propostos como alternativas as imobilizagbes convencionais em
suportes solidos por serem simples, rapidos e de baixo custo (SHELDON, 2007). O objetivo deste
trabalho foi imobilizar a lacase de O. canarii utilizando a metodologia CLEA e comparar as
constantes cinéticas das enzimas livre e imobilizada bem como o relso da enzima imobilizada.

MATERIAL E METODOS

Oudemansiella canarii foi identificado e gentilmente cedido pela Embrapa-Floresta,
Colombo, PR. O fungo foi mantido em laboratdrio através de repiques sucessivos em agar-batata-
dextrose. Para a producdo de lacase, discos miceliais de O. canarii (diametro de 10 mm) foram
transferidos para frascos Erlenmeyer (0,25 L) contendo uma mistura de 2,5 g de bagaco de cana
e 2,5 g de farelo de trigo como substrato e 15 mL de solugdao mineral. Os cultivos foram mantidos
por 14 dias a 28 °C na auséncia de luz. A lacase foi extraida pela adigdo de agua aos cultivos.
Apds centrifugacgdo, o extrato enzimatico foi dialisado contra dgua destilada e concentrado por
liofilizacao (IARK et al. 2019).

Para imobilizacao da lacase de O. canarii, utilizou-se a metodologia CLEA. Resumidamente,
ao extrato enzimatico adicionou-se sulfato de aménia para uma concentragao final de 55%. Em
seguida, adicionou-se glutaraldeido 25% como agente de reticulacdo. A mistura foi mantida a 4
oC por 24 h, sendo em seguida centrifugada por 15 min a 5000 rpm. Os CLEAs foram lavados até
remocao do excesso de sulfato de amonio e glutaraldeido e armazenados a 4° C em tampao
acetato de sddio 50 mM, pH 5,0.

Para determinagdo da lacase utilizou-se acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico, ABTS) como substrato em tampao acetato de sédio 50 m, pH 5,0, a 40 °C e tempo de
reacao de 5 min. A oxidacao do ABTS foi determinada pelo aumento da absorbancia em 420 nm
(e= 36 mM~tcm™!) (MOTA et al., 2015). Uma unidade de atividade de lacase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para catalisar 1 pmol de substrato por minuto. A reutilizacao da
enzima imobilizada foi analisada repetindo consecutivamente a experiéncia nas mesmas condigdes
mencionadas acima. Apds cada ciclo, os derivados foram lavados trés vezes com tampao de
acetato de sddio (pH 5,0) e centrifugados a 2000 rpm para recuperacao da enzima imobilizada.

Para obtencdo dos parametros cinéticos (velocidade maxima, Vmax € @ constante de
Michaelis-Menten, Ku), as velocidades iniciais foram determinadas utilizando concentracdes de
ABTS variando de 0,1 a 2,0 mM. Para determinar Ku € Vmax, @ €quacgao de Michaelis-Menten

Universidade Estadual de Londrina - Rodovia Celso Garcia Cid, Pr 445, Km 380 - Campus Universitario
Caixa Postal 10.011 CEP 86057-970 Centro de Ciéncias Exatas - Departamento de Bioquimica e Biotecnologia
Fone +55 (43) 3371.4270 - biq@uel.br

https://proceedings.science/p/108521


https://proceedings.science/p/108521

V) , .
@ ”,.///Q VII SIMPOSIO DE BIOQUIMICA E BIOTECNOLOGIA
a 11 a13 de setembro de 2019, Londrina - PR

VIISIMBBTEC

Londrina - PR

(v = Vmax[S]/(Km + [S])) foi ajustada diretamente aos dados experimentais usando o procedimento
de ajuste ndo-linear de minimos quadrados do Graph-Pad Prism. Software 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imobilizacdo da lacase utilizando a técnica CLEA foi eficiente com um rendimento de
imobilizacao de 95% e retencao de atividade de 66,7%. As constantes cinéticas, Km € Vmax,
determinadas usando ABTS como substrato, foram 0,21+0,01 mM e 2,04+0,04 pmol - ml~*- min!
para a enzima livree 0,14+0,01 mM e 1,25+0,03 pmol - ml~ - min! para a enzima imobilizada,
respectivamente (Fig. 2). O menor valor de Kv para a lacase imobilizada sugere que apds a
imobilizacdo, a lacase de O. canarii apresentou uma maior afinidade para o ABTS. Isso implica
que a interacao entre enzima e substrato pode ter sido reforgada por uma orientacao adequada
do sitio ativo da enzima em direcdo ao substrato (SANGEETHA & ABRAHAM, 2008).
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Figura 2. Curva de saturacdo pelo substrato (ABTS) das lacases livre e imobilizada

Como o reliso é um parametro importante a ser considerado para enzimas imobilizadas, o
reuso da lacase imobilizada foi examinado aplicando ciclos consecutivos de oxidagdo do substrato
ABTS. Como pode ser visto na Fig. 3, a enzima imobilizada reteve 80% da capacidade inicial de
oxidacdo do substrato apos 10 ciclos de relso.
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Figura 3. Relso da lacase imobilizada de O. canarii

CONCLUSOES
No presente estudo, pela primeira vez, a lacase de Oudemansiella canarii foi imobilizada

pela técnica CLEA. As propriedades cinéticas das enzimas livre e imobilizada foram comparadas.
Também avaliamos o reliso da enzima imobilizada, que apresentou 80% da atividade inicial apds
10 ciclos de oxidacao do sobstrato ABTS. Novos experimentos estao sendo realizados para avaliar
a estabilidade, propriedades fisico-quimicas e aplicacao da enzima imobilizada em processos
biotecnoldgicos.

Agéncias de Fomento: Capes, CNPQ e UEM.
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