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RESUMO

Lacases de Ganoderma lucidum e Pleurotus ostreatus tem sido largamente estudadas em
diversos processos de biorremediacdo, incluindo descoloracdo de corantes sintéticos. Este trabalho
teve como objetivo estudar o efeito dos mediadores acetilacetona e &cido violUrico na capacidade das
lacases de G. lucidum e P. ostreatus descolorir o corante Remazol Brilhante Blue R (RBBR). A
descoloragdo maxima encontrada apds 4 h de tratamento em meio reacional contendo 150 ppm de
RBBR e 1 U de lacase de G. lucidum aumentou de 55% para 76% pela adicdo de 0,62 mmol/L de
acetilacetona. Quando se utilizou a enzima de P. ostreatus, a presenca de 200 mmol/L de &cido
violUrico aumentou a descoloracao de 40% para 80%.
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INTRODUCAO

As lacases (benzenodiol:oxigénio oxidorredutases, EC 1.10.3.2) s&o oxido-redutases
que utilizam o oxigénio para oxidar uma série de substratos organicos incluindo fendis,
polifendis e anilinas, por um mecanismo de transferéncia de um elétron (Riva, 2006). Tais
enzimas, associadas as Mn-peroxidases e lignina-peroxidases, sdo responsaveis pela
degradacédo do polimero recalcitrante lignina, sendo produzidas por diversos microrganismos,
especialmente pelos fungos da podriddo branca da madeira. Ganoderma lucidum e Pleurotus
ostreatus sdo considerados excelentes produtores de lacases tanto em cultivos em estado
solido quanto em cultivos submersos.

Apesar dos substratos fendlicos serem mais facilmente oxidados pelas lacases, sua
acdo oxidativa pode ser estendida a substratos ndo fenolicos pela inclusdo de mediadores.
Mediadores sdo compostos organicos de baixa massa molecular que primeiro séo oxidados
pela lacase e depois oxidam os compostos ndo fendlicos que a lacase sozinha néo é capaz de
oxidar (Fig. 1) (Christopher et al., 2014). Duas destas moléculas mediadoras sdo a
acetilacetona, uma molécula de baixo custo e de baixa toxicidade, ja descrita como eficiente
mediador em reacOes de polimerizagdo de radicais livres (Yang et al., 2015) e o &cido
violurico (Fig. 2).

As lacases sdo muito empregadas em diversos processos de biorremediag&o, incluindo
farmacos, derivados de petroleo, pesticidas e corantes sintéticos. Até 20% dos corantes
sintéticos utilizados nas tinturarias podem ser encontrados nas aguas residuais, sendo
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considerados, portanto, contaminantes ambientais sérios (Ryan et al., 2003) Além de serem
toxicos, a presenca dos corantes em elevadas concentracbes impede a entrada de luz nos
corpos aquéticos, inibindo assim a fotossintese. O Remazol Brilliant Blue R (RBBR) é um
corante antraquindnico amplamente utilizado na inddstria téxtil (Baughman & Weber, 1994).
O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos mediadores acetilacetona e acido
violurico na descoloragdo do corante RBBR pelas lacases de G. lucidum e P. ostreatus.
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Figura 1. Esquema geral de agdo das lacases na auséncia e presenca de mediadores.
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Figura 2. Estrutura quimica dos mediadores acetilacetona e acido violdrico
MATERIAL E METODOS

Para a producéo de lacases, G. lucidum e P. ostreatus foram cultivados por 14 dias a
28° C no residuo de laranja (casca e bagago) a uma umidade inicial de 90%. Os extratos
enzimaticos brutos foram obtidos adicionando-se 20 mL de &gua destilada a cada 5 g de
cultura (peso Umido), seguido de agitacdo por 30 min. Restos de micélio e substrato foram
removidos por centrifugacdo (12 min a 8000 rpm). Os extratos enzimaticos limpidos foram
dialisados contra agua destilada em saco de didlise com cut-off de 12 kDa, liofilizados e
congelados a -20 °C até uso.

A atividade da lacase foi determinada utilizando-se com o substrato 2,2"-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) em 50 mmol/L de tamp&o acetato de sédio, pH 5.0. A
oxidacéo do ABTS foi determinada pelo aumento da absorbancia a 420 nm (e = 36 mM™cm™)
(Shin & Lee, 2000). As atividades enzimaticas foram determinadas a 40 °C e expressas em
unidade enzimatica internacional (U).

As reacBes de descoloragdo do RBBR foram conduzidas a 40 °C em tampéo acetato de
sodio 50 mmol/L, pH 5,0 contendo (concentraces finais) 150 ppm do corante RBBR e 1,0 U
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de enzima bruta. Acetilacetona foi adicionada nas concentracfes variando de zero a 2,5
mmol/L e acido viollrico nas concentragdes variando de zero a 200 mmol/L. A cada hora,
amostras foram retiradas e submetidas a varreduras em espectrofotdmetro entre 400 e 800 nm.
A percentagem de descoloragdo foi avaliada em 593 nm, considerando-se como 100% a
absorbancia obtida nos meios reacionais onde foram utilizados iguais quantidades de extratos
enzimaticos inativados por fervura. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSOES

G. lucidum e P. ostreatus quando cultivados em estado s6lido utilizando residuo de
laranja como substrato produzem lacase como principal enzima ligninolitica. G. lucidum
produz uma Unica lacase com massa molecular de 43 kDa (Mota et al., 2015) enquanto P.
ostreatus produz diversas isoenzimas (Karp et al., 2012). Lacases brutas foram utilizadas nos
experimentos de descoloragéo do corante RBBR na presenca de diferentes concentragdes dos
mediadores acetilacetona ou &cido violurico (Fig. 3). Utilizando-se a lacase de G. lucidum,
na auséncia do mediador, maximo de 55% de descoloracéo foi obtido apds 4 h de tratamento.
A adicdo de acetilacetona na concentracédo de 0,62 mmol/L ao meio reacional, aumentou a
descoloragéo para 76%. Adigdes maiores de acetilacetona ndo melhoraram a descoloragéo,
tendo um efeito negativo. Utilizando-se a lacase de P. ostreatus, na auséncia do mediador,
méaximo de 40% descoloracéo foi obtida apds 4 h de tratamento. Adigdo de 200 mmoles/L de
acido violurico ao meio reacional, a descoloragdo aumentou para 80%.

G. lucidum e acetilacetona P. ostreatus e acido violrico
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Figura 3. Efeito dos mediadores na descoloracdo do RBBR pelas lacases de G. lucidum e P. ostreatus. A
descoloragdo foi conduzida em tampédo acetato de sédio 50 mmol/L, pH 5,0. O meio reacional continha, para um
volume total de 25 mL, 150 ppm de RBBR e 1,0 U de lacase.

Lacase de G. lucidum tem sido utilizada em varios trabalhos de descoloracdo de
corantes sintéticos. A titulo de comparacédo, em trabalho prévio foi descrita uma descoloragéo
de 40% e 95% do corante RBBR (50 ppm) em meio reacional contendo 25 U/mL de enzima
apés 2 h e 12 h de incubagéo, respectivamente (Murugesan et al., 2007). Neste mesmo
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trabalho, a adicdo de mediador N-hidroxibenzotriazol (HBT) ao meio reacional elevou a
descoloracéo para 92% ap6s 2 h de tratamento.

CONCLUSOES

As lacases brutas de G. lucidum e P. ostreatus na presenca de acetilacetona e 4cido
violurico como mediadores, respectivamente, foram bastante eficientes na descoloracdo do
corante RBBR, considerando que o meio reacional continha apenas 1 U de enzima e chegou-
se em ambos 0s casos a 80% de descoloracdo .
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