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RESUMO

A solugdo de enzima bruta obtida das culturas de Pleurotus ostreatus foi
purificada utilizando fracionamento com sulfato de aménio e cromatografia em Sephadex
G-75. A temperatura Gtima, o pH e a estabilidade térmica da enzima foram determinados
em solucio semi purificada. A atividade inicial daenzima sofreu redugdo da ordem de 38,3
% depois de 10 minutos de incubagdo a 50° C. Nas temperaturas de20e30° C aperdade
atividade foi da ordem de 0,1 e 0,3 respectivamente. Ap6s 20 min de incubagdo a enzima
conservada nestas temperaturas demonstrou uma estabilizagao na sua atividade. O maximo
de atividade observado foi nos pH 5,0 e 9,0, indicando a presenga de duas isoenzimas. As
isoenzimas foram separadas pelo processo eletroforético em gel de poliacrilamida.

Termos para indexagdo: Pleurotus ostreatus, lacase, cultura
submersa,purifica¢do, caracterizagao.

ABSTRACT

The crude enzyme solution obtained from the submerse culture of Pleurotus
ostreatus was purified by ammonium sulfate fractionation and Sephadex G-75 column
chromatography. Optimal temperature , pH and thermostability were determined on the
semi-purified enzyme. Enzyme activity was reduced by 38,3% after 10 min incubation at
50°C. At 20° and 30°C activity was reduced by 0,1 and 0,3% respectively, but remained
constant after 20 min incubation. Maximum activity was obtained at pH 5,0to 6;0 and at 9,0,
indicating the presence of two isozymes. The isozymes were separated by polyacrylamide gel
eletrophoresis.

Key Words: Pleurotus ostreatus, laccase, submerged culture, purification,
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INTRODUCAO

A_lacase é uma polifenol oxidase capaz de degradar a lignina a carboxilatos
de baixo peso molecular . A lignina é um polimero aromadtico altamente complexo muito
resistente & degradacdo, sendo responsédvel, em grande parte, pela dificuldade em se
degradar a celulose e hemicelulose componentes dos residuos lignoceluldsicos.(4).

Apesar de apresentar resisténcia a conversdo, a lignina pode ser degradada por
certos microrganismos especificos (2,4,16,18,...). A degradagdo de compostos
lignocelulésicos € realizada principalmente por fungos superiores (5,7). Existem duas
classes de fungos capazes de degradar a lignina: Ascomicetos e os Basidiomicetos. Estes
Gltimos sdo fungos que degradam tanto a lignina quanto os polissacarideos dos
compostos lignoceluldsicos. Ambas as classes sdo capazes de produzir enzimas
extracelulares que oxidam compostos fendlicos, inclusive aqueles presentes na
molécula da lignina. A degradagio da lignina por estes fungos parece ser simultinea a
da celulose (2,5).

A maioria dos cogumelos comestiveis sdo basidiomicetos, inclusive o
Pleurotus ostreatus que faz parte da familia Agaricaceae (3,19).

Os fungos representam a principal fonte de obtengdo da enzima lacase, que
também pode ser extraida do latex de drvores da espécie Rhus que crescem na China e
Japdo.(8,11)

A_lacase do Pleurotus ostreatus é uma difenol oxidase que utiliza como
substrato  guaiacol e catecol. Tanto a lacase intracelular (ascomicetos) quanto a
extracelular (Rhus, Pleurotus ostreatus) sdo glicoproteinas cujo conteddo em
carboidratos varia de uma espécie para outra. A porcéo glicosidica pode representar até
45% do peso molecular, que para a lacase do Pleurotus ostreatus € de 59.000. Nao
existem dados relatando a possivel fun¢do da porcao glicosidica na atividade da lacase.
Esta enzima também possui fons cobre que sdo essenciais para a sua atividade catalitica

(an.

No isolamento da lacase obtida de fungos € necessdrio, primeiramente,
cultivd-los em meio liquido préprio ao seu desenvolvimento e, apds alguns dias de
cultivo, separar o micélio do fungo através de filtragdo. A enzima presente no filtrado
pode ser separada mediante uma purificagdo com sulfato de amonio, purificago através
de cromatografia em coluna e caracterizaco por eletroforese em gel de poliacrilamida
(17).

A eletroforese em gel de poliacrilamida é provavelmente a técnica mais versdtil
e ttil para a andlise e separacdo de macromoléculas. Através dessa técnica pode-se
separar as protefnas presentes numa mistura, com base na carga elétrica e mobilidade
(peso molecular) das mesmas no gel (9).

O isolamento e caracterizagdo da lacase do_Pleurotus ostreatus. €
particularmente interessante porque pode contribuir na busca de um método eficiente
para o pré tratamento de residuos lignoceluldsicos.

O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar a enzima lacase do
Pleurotus ostreatus produzida em fermentagdo submersa. Os pardmetros estudados
foram: estabilidade térmica , pH 6timo de ag¢@o da enzima, efeito da temperatura sobre
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a atividade enzimadtica e caracteriza¢do final através da eletroforese em gel de
poliacrilamida.

MATERIAL E METODOS

Cultivo do Fungo

O microrganismo_Pleurotus ostreatus obtido do laboratério de Microbiologia
da Universidade Estadual de Londrina foi cultivado em frascos erlenmeyer de 500 ml

de capacidade contendo 100 ml de um meio liquido, cuja composigdo foi similar aquela
descrita por HUMFELD e SUGIHARA (10).

Ap6s sua esterilizacdo a 121°C, 15 min ,0 meio foi resfriado e inoculado com
0,25 ¢cm2 de micélio previamente cultivado em placa de petri contendo dgar batata
dextrose a 28°C por 96 horas. Apés a inoculagio, 6s frascos foram incubados a 28°C
por 7 a 9 dias sob agitacdo constante de 200 rpm. A fonte de nitrogénio utilizada foi
levedura de destilaria_Saccharomyces cerevisiae.

Purificacao da Enzima

Para a purificacdo parcial da solugdo de enzima bruta, determinou-se a
concentracdo de sulfato de amdnio onde ocorria a maior precipitagdo da fra¢io
enzimatica ativa.

Em 195 ml de solugdo de enzima bruta adicionou-se sulfato de amonio
partindo-se da concentra¢do de 20% até atingir-se 100%. ApGs cada adigio do sal e
precipitagdo completa, as solugdes eram centrifugadas a 15.600 g, 0°C por 10 min.
Durante o periodo de precipitac@o as solugdes foram mantidas a 4°C.

A atividade enzimdtica e concentragdo proteica dos precipitados e
sobrenadantes foram determinadas nos diferentes tratamentos com sulfato de aménio.
Para determinag@o da concentra¢do proteica utilizou-se o método de Lowry (15). Na
determinagdo da atividade enzimatica adotou-se o método utilizado por FAHRAEUS
¢ REINHAMMAR (8). O Substrato utilizado foi o catecol na concentra¢o de 11mg/ml
em tampao acetato 0,1M, pH 5,0 como substrato. A reagdo enzimdtica que resulta na
oxidagao do catecol com variagao na absorbancia foi determinada no tempo 0 e ap6s 15
min de rea¢@o, com ajuda de um colorimetro a 440 nm. O resultado foi expresso em
termos de Atividade Total (A D.O/min em 100ml de solugdo de enzima).

Fracionamento com Sulfato de Amonio

Realizou-se em 150 ml de solugdo de enzima bruta, uma precipitagio prévia
com sulfato de amo6nio 40% em banho de gelo, com vistas a precipitar outras protefnas.
Como pode ser observado na tabela 1, ndo hd atividade da enzima lacase no precipitado
resultante da adi¢do de 40% de sulfato de amonio. Apds este procedimento a solugdo
foi centrifugada a 15.600 g, 0°C por 15 min. O sobrenadante foi submetido a uma nova
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saturagdo com sulfato de amodnio agora a 60%. Esta solugdo permaneceu sob
refrigerac@o por uma noite. Ap6s este periodo foi centrifugada sob as mesmas condi¢des
anteriormente descritas. O precipitado obtido foi ressuspendido em 8 ml de tampéo
fosfato 0,1M, pH 6,0. Apés didlise de 24 horas em 3 litros deste mesmo tampao a amostra
foi congelada por uma noite, no dia seguinte descongelada e filtrada. O filtrado obtido
foi aplicado em coluna cromatografica de Sephadex G-75 equilibrada com tampdo
fosfato 0,1M, pH 6,0. Em todas as etapas determinou-se a concentragdo proteica e
atividade enzimdtica das fragdes. No eluente da coluna cromatogréfica foram feitas
leituras espectrofotométricas com auxilio de um espectrofotdmetro a 280 nm, para
isolamento da fragdo com atividade enzimatica. (segundo a adaptacdo da técnica descrita
por de FAHRAEUS e REINHAMMAR), (8).

Caracterizacao da Enzima

Efeito da Temperatura sobre a Atividade Enzimdtica

Para avaliar-se o efeito da temperatura sobre a atividade enzimdtica
utilizaram-se as seguintes temperaturas: 0°C, 10°C, 20°C, 30°C, 40°C e 50°C. Em 6
tubos de ensaio (duplicata) contendo o substrato da enzima em tampao acetato 0,1M,
pH 5,0 acrescentou-se a enzima e determinou-se espectrofotometricamente a sua
atividade no tempo O e apds 15 min de incubag@o nas diferentes temperaturas testadas.

Estabilidade Térmica da Enzima

Para determinagdo da estabilidade térmica da enzima foram utilizadas as seguintes
temperaturas: 20°C, 30°C e 50°C. Trés tubos de ensaio (duplicata) contendo 1 ml de enzima
foram incubados nas diferentes temperaturas testadas. A cada 5 min até no méaximo 30 min,
foram feitas tomadas de amostra e determinada a atividade enzimatica.

Efeito do pH na Atividade Enzimdtica

No estudo do efeito do pH sobre a atividade enzimadtica foram utilizados os
seguintes tampdes: Tampdo acetato 0,1M, pH 4,0 e pH 5,0; tampao fosfato 0,1M pH
6,0; tampdo citrato-fosfato 0,1IM pH 7,0; tampdo glicina 0,IM pH 8,0; tampao
glicina-hidréxido de sédio 0,1M pH 9,0 e pH 10,0. A atividade da enzima foi
determinada no tempo O e apds 15 min, na presenca dos diferentes tampdes utilizados.

Eletroforese

A eletroforese da fracdo enzimitica foi realizada em gel de poliacrilamida
utilizando placas eletroforéticas.

A técnica baseou-se nos trabalhos de KIRK et al (12) e KNECHT et al (13),
com algumas adaptacdes. As solucdes foram preparadas de acordo com DAVIS (6),
constando de modifica¢des necessdrias a eletroforese em questdo. O tampao de corrida,

a solugdo reveladora e o preparo da amostra foram baseados nas técnicas descritas por
ALFENAS et al (1).
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Preparo do Gel:

O gel separador 10% foi preparado a partir de uma solugiio estoque de
acrilamida 28% (p/v) e N,N-metileno bisacrilamida 0,8% (p/v). No preparo do gel
concentrador utilizou-se uma solugéo estoque de acrilamida 10% (p/v) e bisacrilamida
2,5% (p/v). O gel separador contendo tampéo tris-HCI pH 6,2 e persulfato de amdnio
0,02% foi polimerizado com adi¢do de TEMED 0,04% (v/v). O tempo de polimerizacédo
foi cerca de 10 min. O gel concentrador contendo o mesmo tampao, porém com pH 4,5
e sacarose 40%, foi também polimerizado com persulfato de aménio (0,01 %) e
TEMED. O tempo de polimerizagdo foi de aproximadamente 2 min.

Aplicacdo da Amostra:

A amostra constituida de 0,5 ml de enzima purificada e 0,5 ml de uma solucéo
contendo 5,0 ml de glicerol e 2ml de azul de bromofenol foi aplicada nos "pocos"com
auxilio de uma micropipeta nas seguintes proporgdes: 100 e 150 ul.

Condicdes do Processo eletroforético:

A eletroforese foi realizada em sistema vertical da LKB. O tampdo de corrida
utilizado foi o trizma-écido citrico pH 6,2 . (1). O sistema foi mantido a 4 C. Utilizou-se
uma voltagem de 100V até a amostra atingir o gel separador e 200V a partir deste ponto
até o final do processc, que durou 7 horas e meia.

Revelacdo do Gel:

Decorrido o tempo necessério para completar o processo, o gel foi retirado da
placa, lavado com dgua destilada e transferido para uma cuba contendo 200 ml de uma
solugdo reveladora constituida de tampio fosfato de sédio 0,1M, pH 6,8, catecol 0,015%
(p/v) e 4cido sulfanilico 0,05% (p/v). Apés permanecer 2 horas nesta solugdo, a 37°C,
o gel foi retirado analisado e fotografado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados resultantes do fracionamento do extrato bruto da enzima com sulfato
de amdnio encontram-se na tabela 1:
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TABELA 1: Fracionamento do extrato bruto da enzima com sulfato de
amonio de 20 a 100% de saturacio

Amostra |volume (ml) |Proteinas Soldveis | AD.O/min/vol.sol. |[At. Especifica
(mg/ml) ADO/min/mg prot
EB* 195 1.807,56 99,47 0,0550
S20 200 1.556,00 96,20 0,0610
P20 8 178,88 0,48 0,0030
S30 196 1.324,96 83,60 0,0630
P30 8 5,52 0,00 0,0000
5S40 195 1.318,20 79,90 0,0610
P40 5 6,90 0,00 0,0000
S50 188 1.279,88 65,20 0,0510
P50 5 24,20 041 0,0160
S60 187 1.050,94 5,50 0,0050
P60 5 36,40 2,50 0,0680
S70 180 826,20 0,50 0,0006
P70 5 48,20 0,01 0,0002
S80 175 770,00 0,00 0,0000
P80 5 35,01 0,03 0,0008
S90 170 623,90 0,00 0,0000
P90 5 61,00 0,03 0,0005
S100 165 491,70 0,00 0,0000
P100 5 51,65 0,04 0,0007

*EB: Enzima Bruta S: Sobrenadante P: Precipitado
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Observando-se a tabela 1, conclui-se que a concentracio ideal de sulfato de
amonio para precipitar a enzima ativa foi de 60%. Saturacdes com 20 a 40% do sal ndo
foram suficientes para precipitacdo. Observa-se ainda que quando utilizou-se 50% de
sulfato de amonio, parte da enzima com atividade foi precipitada e que concentragoes
superiores a ideal (60%) nao foram necessdrias para precipitagdes posteriores da enzima.

Fracionamento com Sulfato de Amonio

TABELA 2: Separacdo da Enzima Lacase com sulfato de amonio

Amostra Volume | Proteinas | ADO/mi | Atividade | Graude |Rendimen
(ml) Soldveis n/vol. | Especifica |Purificacdo| tode
(mg/ml) | solugdo | ADO/min/ Atividade
mg prot. (%)
Extrato 150,0 851,10 91,50 0,1075 1,00 100,00
Sobrenadante| 35,0 230,58 5,40 0,0234 0,2176 59
(60%)
Precipitado (60%)| 8,0 10,41 5,56 0,5335 4,96 6,06
ressuspendido
Amostra Eluida/| 21,0 8,30 11,29 1,3602 12,65 12,34
Sephadex G 75

A atividade especifica e o grau de purificagdo refletem a eficiéncia do processo
de fracionamento na purificagio da enzima obtida das culturas de Pleurotus ostreatus.
O fracionamento da enzima bruta utilizando sulfato de amonio, dilise e cromatografia
em Sephadex G-75 mostrou-se adequado para a purificacio da enzima. Com este
processo obteve-se um grau de purificagdo da enzima de 12,65 vezes e um rendimento
de atividade de 12,34%.
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Caracterizaciao da Enzima

Acetato 0,1M, pH 5,0

Efeito da Temperatura sobre a Atividade Enzimdtica

TABELA 3: Efeito da Temperatura sobre a Atividade da Enzima em Tampéo

Temperatura (°C) Atividade Total (DDO/min em 100ml solucéo)
0 58,50
10 55,90
20 59,13
30 59,29
40 52,82
50 32,94

ATIVIDADE TOTAL

10

20 30 40 50
TEMPERATURA, C

Atividade total: D.O./min (100 ml de solug@o)
Tampio acetato 0,1 M, pH 5,0
FIGURA 1: Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica
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A temperatura 6tima de ag¢@o da enzima situa-se numa faixa entre 20° e 30 °C.
Entretanto, a partir de 40°C inicia-se a sua inativago.

Estabilidade Térmica da Enzima

TABELA 4: Estabilidade Térmica da Enzima em Tampao Acetato 0,1M, pH 5,0

Tempo (min) Temp.=20°C At. Temp.=30°C At. Temp.=50°C At.

Total* Total* Total*
0 56,10 58,90 56,81
10 56,05 58,77 35,06
15 55,13 54,19 39,00
20 51,57 49,51 34,86
25 50,96 49,51 34,86
30 50,96 49,51 33,90

Atividade Total*: DO/min em 100ml solu¢@o de enzima

ATIVIDADE TOTAL

- - < - -Temperatura 20 C
—1— Temperatura 30 C
— A — Temperatura 50 C

Atividade total: D.O/ min (100 ml de solug@o)
Tampao acetato 0,1 M, pH 5,0
FIGURA 2: Estabilidade Térmica da Enzima.
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A enzima mostrou uma baixa estabilidade térmica quando incubada & temperatura
de 50°C e uma melhor estabilidade quando incubada a 20 e 30°C. Estas caracteristicas
indicam que aplicagdo da enzima deverd ser limitada a faixa de temperatura entre 20 e 30°C,
ndo sendo aconselhdvel sua utilizacdo a temperaturas superiores.

Efeito do pH sobre a Atividade Enzimdtica

TABELA 5: Efeito do pH sobre a Atividade Enzimatica

pH Atividade Total (ADO/min em 100ml solugo)
4,0 10,79

5,0 61,36

6,0 64,20

7,0 2,88

8,0 7,52

9,0 63,29

10,0 6,26

70

60

50

&
o

ATIVIDADE TOTAL
©
S

20

Temperatura: 20° C

Atividade total: D.O./min (100 ml de solugéo)
FIGURA 3: Efeito do pH sobre a Atividade Enzimatica.
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Observou-se a existéncia de dois picos de atividade maxima, o primeiro na
faixa de pH entre 5,0 - 6,0 e o segundo em pH 9,0. Isto poderia indicar a presenca de
duas fracdes da mesma enzima (isoenzimas) com pHs de agdo distintos.

Eletroforese

FIGURA 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida da fracdo enzimatica eluida
da coluna cromatogréfica. Visualizagdo feita com catecol/dcido sulfanilico. Mobilidade
Eletroforética — Banda 1 = 0,1 e Banda 2 = 0,4

Duas bandas foram observadas apés revelagio, indicando a presenga de duas enzimas,
ou ainda, duas fragdes da mesma enzima com mobilidade eletroforética e peso molecular distintos.

Esta observacdo estd de acordo com o experimento onde foi estudada a relagao
entre pH e atividade enzimdtica quando foram encontrados dois pHs 6timos de agdo
para a mesma solucdo de enzima.

FAHRAEUS & REINHAMMAR (8), relataram a existéncia de duas formas da
lacase produzida pelo basidiomiceto Polyporus versicolor: Lacase A e Lacase B, que foram
isoladas por um processo cromatografico utilizando resina trocadora de fons (Sephadex
DEAE A 50), sendo que cada uma destas formas apresentaram fragdes distintas com pH
isoelétrico e peso molecular diferentes. Uma vez que este processo de cromatografia néo foi
realizado neste trabalho, as bandas que apareceram na eletroforese podem ser fragdes
enzimaticas de uma mesma forma da lacase (isoenzimas).
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