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LACASES PODUZIDAS PELO FUNGO Pleurotus ostreatus

AUTOR: LAIS CAMARGO DE LACERDA MEDRADO
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RESUMO

Os antibidticos sdo lancados constantemente no meio ambiente, ora pelas excretas
humanas ou animais, ora provenientes de residuos de industrias farmacéuticas nao tratados
de forma eficaz ou, ainda, através do descarte incorreto de medicamentos vencidos ou nao
utilizados completamente. A presenca de antibiéticos em recursos hidricos tem se tornado
uma preocupacao crescente em todo mundo, haja vista que pode ocasionar o0 aparecimento
de genes de resisténcia em bactérias patogénicas. Diversas estratégias tém sido estudadas
para remediacdo destes compostos. A enzima lacase pertence ao grupo das multicobre
oxidases, que é produzida, principalmente, por fungos e, em razdao de sua baixa
especificidade a substratos, é capaz de oxidar diversos poluentes, demonstrando potencial
no tratamento de efluentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da enzima
lacase, liquida e seca em spray dryer, produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus e induzida
com residuos vegetais, biorremediar o antibiético oxitetraciclina. Para tanto, preparou-se
meio de cultura Caldo Batata Dextrose, acrescentando-se 1% (m/v) de material vegetal e 5
discos de 5mm de cultura do fungo. Foram realizados controles positivo (indugdo com
xilidina e cobre) e negativo (sem adicdo de indutores), para estabelecer pardmetros de
producdo enzimatica. A producao foi avaliada por 9 dias e a lacase, produzida no dia de pico
de atividade enzimatica, foi caracterizada quanto a temperatura e pH 6timos, estabilidade,
atividade frente a diferentes substratos, teste de catalase e gel de atividade por eletroforese.
Determinou-se, entdo, que o extrato bruto contendo enzima lacase, apresenta maior
atividade em pH 5 a 30°C, é mais estavel a temperatura ambiente em pH 6, oxida melhor o
substrato siringaldazina e que o pico de producdo se da no 7° dia de cultivo. Ap6s a
caracterizacdo, procedeu-se a secagem do extrato. Foram testados 3 adjuvantes (Aerosil®,
Goma Arabica e Maltodextrina) para auxiliar na prote¢do da enzima durante a secagem em
spray dryer. O adjuvante Aerosil® nao foi capaz de proteger a enzima ocasionando perda de
95% de atividade imediatamente apés a secagem. Os adjuvantes maltodextrina e goma
ardbica ndo apresentaram diferenca significativa na atividade residual logo apés a secagem.
Porém, durante 30 dias de armazenamento, 0 extrato seco com goma arabica apresentou
maior estabilidade, mantendo 32,5% de atividade, enquanto com maltodextrina manteve
17,3%. O extrato seco com maltodextrina foi escolhido para realizar os testes de
biorremediacdo, uma vez que apresentou maior atividade absoluta em relagdo aos outros
extratos. A biorremediacéo foi realizada colocando-se um volume correspondente a 200U de
atividade enzimatica, do extrato seco e do extrato liquido, em contato com uma solucéo de
oxitetraciclina a 10mg.L™. A biorremediacéo foi analisada durante 24 horas e a quantificacéo
da degradacédo do antibiético foi feita por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia. Ambos
0s extratos foram capazes de degradar o antibiético oxitetraciclina.

PALAVRAS-CHAVE: lacase; indutores; pleurotus ostreatus; secagem; spray drying;

oxitetraciclina; biorremediagéo.
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ABSTRACT

Antibiotics are constantly released into the environment, either through human or animal
excreta, or from waste from untreated pharmaceutical industries, or by incorrect disposal of
overdue or unused drugs. The presence of antibiotics in water resources has become a
growing concern worldwide, since it may lead to the emergence of resistance genes in
pathogenic bacteria. Several strategies have been studied for remediation of these
compounds. The enzyme laccase belongs to the group of multicobre oxidases, which is
mainly produced by fungi and, because of their low specificity to substrates, are able to
oxidize several pollutants, demonstrating potential in the treatment of effluents. The objective
of this work was to evaluate the capacity of laccase enzyme, liquid and dry spray dryer,
produced by the Pleurotus ostreatus fungus and induced with plant residues, biorremediar
the antibiotic oxytetracycline. For this, the Dextrose Potato Broth culture medium was
prepared by adding 1% (m/v) of plant material and 5mm disks of fungus culture. Positive
controls (xylidine and copper induction) and negative (nhon-inducer) were performed to
establish enzymatic production parameters. The production was evaluated for 9 days and the
laccase, produced on the peak day of enzymatic activity, was characterized in terms of
temperature and pH, stability, activity against different substrates, catalase test and activity
gel by electrophoresis. It was then determined that the crude extract containing laccase
enzyme shows higher activity at pH 5 at 30 ° C, is more stable at room temperature at pH 6,
better oxidizes the syringaldazine substrate, and that peak production occurs at 7 ° day of
cultivation. After characterization, the extract was dried. Three adjuvants (Aerosil®, Gum
arabic and Maltodextrin) were tested to assist in the protection of the enzyme during drying in
spray dryer. The Aerosil® adjuvant was not able to protect the enzyme causing 95% loss of
activity immediately after drying. Adjuvants maltodextrin and gum arabic showed no
significant difference in residual activity shortly after drying. However, during 30 days of
storage, the dry extract with gum arabic presented greater stability, maintaining 32.5% of
activity, while with maltodextrin maintained 17.3%. The dried extract with maltodextrin was
chosen to perform the bioremediation tests, since it presented greater absolute activity in
relation to the other extracts. The bioremediation was performed by placing a volume
corresponding to 200U of enzymatic activity, of the dry extract and the liquid extract, in
contact with an oxytetracycline solution at 10mg.L-1. The bioremediation was analyzed
during 24 hours and the quantification of the degradation of the antibiotic was done by High
Performance Liquid Chromatography. Both extracts were able to degrade the antibiotic
oxytetracycline.

KEYWORDS : laccase; inductors; pleurotus ostreatus; drying; spray drying; oxytetracycline;
bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo farmacos utilizados para combater e prevenir doencas
provocadas por bactérias tanto na medicina humana quanto na veterinaria
(REGITANO; LEAL, 2010). Estas substancias sao largamente utilizadas e, devido a
isto, a contaminacdo ambiental por parte destes compostos vem se tornando
preocupante (VASCONCELOQOS, 2011). Os antibiéticos entram no ambiente de varias
formas, dentre elas, através das excretas e da lavagem de tratamentos tépicos tanto
de humanos quanto de animais, por meio da utilizacdo do estrume ou do lodo de
tratamento de esgoto como meio de adubacéo de lavouras, possibilitando que estes
compostos sejam absorvidos pelos tecidos vegetais, também podem ser lancados
no ambiente durante o seu processo de fabrico e formulagdo, e por descartes
inapropriados (CAPLETON et al., 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) dispdem, em suas respectivas resolucdes n° 306/04 e
n° 358/05, sobre o armazenamento, transporte, tratamento e disposicao final dos
Residuos de Servicos de Saude, bem como estabelecem critérios para o
licenciamento ambiental dos sistemas de tratamento e disposicdo final destes
residuos. Os érgdos supracitados consideram como residuos agueles medicamentos
que, porventura, ndo foram utilizados até o término da terapia, que venceram ou
apresentaram problemas no lote de fabricagéo, indicando o tratamento térmico por
incineracéo para a eliminacdo dos mesmos (ANVISA, 2004; CONAMA, 2005).

O aumento no consumo destes farmacos, que segundo Juan Du et al. (2017)
foi de aproximadamente dois bilh6es de unidades-padrdo por ano nos ultimos 10
anos, somado a alta taxa de farmaco ndo metabolizado e ao descarte e tratamento
inapropriado tem ocasionado problemas ambientais, pois seu acuUmulo no meio
ambiente pode acarretar a morte de microrganismos menos resistentes e a formacao
de outros super-resistentes (REGITANO; LEAL, 2010; LIEBERMAN, 2003).

A eliminacdo destes compostos do meio tornou-se um desafio para
pesquisadores de diversas areas, haja vista que a utilizacdo indiscriminada de
antibioticos ao invés de tratar doencas infecciosas, pode torna-las incuraveis
(CARVALHO; SANTOS, 2016). Pesquisas utilizando biorremediacéo para reduzir ou
remover este tipo de contaminante tem ganhado destaque (LIMA et al., 2015).
Segundo Patel et al. (2017) a utilizacdo de lacase como agente biorremediador é
promissora, pois 0s requisitos simples de catalise e baixa especificidade a substratos

tornam esta enzima capaz de oxidar uma gama de compostos.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Produzir, caracterizar e secar em spray dryer a enzima lacase do fungo
Pleurotus ostreatus e testar sua capacidade de degradacdo do antibiotico

oxitetraciclina.

1.2.2 Especificos

Testar diferentes materiais vegetais como indutores para a producédo de
lacase;

Selecionar o extrato produzido com o melhor indutor e caracteriza-lo quanto a
temperatura e pH 6timos, atividade frente a diferentes substratos, estabilidade
em diferentes pH's e temperatura, influéncia da catalase e perfil de atividade
por eletroforese;

Secar 0 extrato enzimatico bruto em spray dryer utilizando diferentes
adjuvantes de secagem;

Avaliar a atividade enzimética residual, umidade e estabilidade do extrato
bruto apés secagem;

Aplicar o extrato bruto liquido e seco na biorremediacdo do antibiético

oxitetraciclina e avaliar sua remogé&o.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacdo ambiental por antibioticos

Os antibiodticos sdo farmacos largamente utilizados e estdo entre o0s
medicamentos mais bem-sucedidos ja desenvolvidos pela ciéncia, representando o
triunfo da medicina do século XX quando se refere ao tratamento de doencas
infecciosas (MARTINEZ, 2014; BENTLEY; BENNETT, 2003). Eles sdo substancias
qguimicas, naturais ou sintéticas, capazes de impedir ou combater infeccdes
bacterianas tanto na medicina humana quanto na veterinaria (REGITANO; LEAL,
2010; KUMMERER, 2009a).

Juan Du et al. (2017) relataram que o consumo de antibiéticos aumentou de
54,1 bilhdes para 73,6 bilhdes de unidades-padrdo nos ultimos 10 anos. Essas
substancias sao produzidas com o intuito de manterem suas propriedades quimicas
até que o propésito terapéutico seja alcancado e, por isso, 50% a 90% de uma
dosagem de farmaco pode ser excretado sem que tenha sido metabolizado pelo
organismo (BILA; DEZOTTI, 2003; MULRQY, 2001). O aumento no consumo devido
ao uso indiscriminado de antibidticos, somado ao descarte inapropriado de
medicamentos, que ndo foram totalmente utilizados, em esgotos domésticos ou lixo
comum, tem acarretado problemas ambientais (CAPLETON et al., 2006).

Os antibiéticos podem contaminar o ambiente de vérias formas, sendo os
recursos hidricos o meio mais atingido. Thomas (2008), Larsson et al. (2007) e Li et
al. (2008) verificaram que em alguns paises asiaticos e europeus, unidades de
producdo e fabricacdo de antibidticos apresentaram concentracao total desse
farmaco nas estacdes de tratamento de esgoto de até varios mg.Lt. Além disso, o
uso de antibiéticos como a estreptomicina na producdo de frutos nos Estados
Unidos, por exemplo, contribui para o aumento da concentracdo desses residuos em
aguas superficiais e subterraneas, uma vez que eles podem ser arrastados pelas
aguas das chuvas e de irrigacdo (KUMMERER, 2009b).

Contudo, as principais formas de contaminacdo por antibidticos se dao
através do seu uso na medicina humana e veterinaria. O consumo humano desses
medicamentos considerando a taxa de prescricdo e a ingestdo sem prescricdo ao
redor do mundo, varia de pais para pais (MOLSTAD et al., 2002). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), muitas vezes os antibioticos tém sido
utilizados inapropriadamente e, em diversas situacdes, sem base em evidéncias que

comprovem sua real necessidade (NOVARETTI et al. 2014). Pesquisas feitas na
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Europa por Cars et al. (2001) e Vaccheri et al. (2002) demonstraram que Franca,
Espanha, Portugal e Bélgica apresentaram o maior consumo de antibiéticos e que
Holanda, Dinamarca, Suécia, Alemanha e Austria apresentaram o menor consumo
entre as nacdes europeias. Em 2010, o Brasil ocupava a 8° posi¢do entre os paises
com maior mercado farmacéutico do mundo (SANTOS; FERREIRA, 2012). Dados
mais recentes em termos de utilizacdo de farmacos foram publicados em 2014,
evidenciaram o Brasil na 4° posicdo mundial entre os mercados mais consumidores
de medicamentos e, ainda, que as vendas de antibiéticos no pais representaram
40% do total segundo o Sindicado das Industrias Farmacéuticas (NOVARETTI et al.,
2014).

Os antibidticos de uso veterinario entram no ambiente através da aplicacéo
direta nas aguas de superficie para o tratamento de aquiculturas, através das
excretas e da lavagem de tratamentos topicos dos animais e da utilizacdo de
estrume como meio de adubacédo (BOXALL et al., 2002). Pesquisas feitas por Hirsch
et al. (1999), Kolpin et al. (2002) e Yang e Carlson (2003), na Alemanha e nos EUA
detectaram pequenas quantidades de antibiéticos em aguas superficiais préximas a
extensiva criacdo de gado onde estes medicamentos sao administrados para tratar
ou prevenir doencas e, também, como aditivos na alimentacdao animal para aumentar
a taxa de crescimento e eficiéncia alimentar. Em um estudo feito por Campagnolo et
al. (2002), nos EUA, foi observado a existéncia de varias classes de antibidticos em
tanques de armazenamento de dejetos de suinos, com concentracdes da ordem de
mg.L?, e em Aguas superficiais e subterraneas nas proximidades de fazendas com
criacao de aves e suinos onde se utilizava estrume como adubo para lavouras.

O excessivo uso desses medicamentos em humanos e animais, somado a
alta taxa de farmacos ndo metabolizados, ao uso em plantagcbes e ao uso de
estrume como adubo, resulta em concentracdes desses compostos em aguas
superficiais e subterraneas em varias partes do mundo, como foi observado nos
estudos feitos por Hirsch et al. (1998) na Alemanha, Desbrow (1998) na Inglaterra,
Ternes et al. (1999) e Stumpf et al. (1999) no Brasil, Winkler et al. (2001) no Canada,
Kolpin et al. (2002) nos EUA, Azzam et al. (2017) no Egito, Aradjo et al. (2017) em
Portugal, Zhang et al. (2018) no sul da China. Além disso, a falta de um tratamento
especifico e eficaz nas estacbes de tratamento de esgoto contribui para a ndo
eliminacdo desses residuos e pode os fazer retornar para 0 consumo humano,
conforme pode ser observado na Figura 1. Assim, a presenca destes metabdlitos em
rios e lagos favorece o surgimento de bactérias super-resistentes, podem causar

efeitos toxicos e atuar como perturbadores enddcrinos em diversos organismos Vvivos
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e, inclusive, em humanos (HIRSCH et al., 1999; KUMMERER, 2009b; ACOSTA,
2016).

Figura 1: Rotas de contaminacéo de aguas superficiais e subterraneas por

antibiéticos
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Fonte: Bila e Dezotti (2003)

Segundo Carvalho e Santos (2016) nos ultimos anos a Unido Europeia tem
concentrado esforcos, aumentando a vigilancia no consumo e investindo em
pesquisas sobre contaminacdo ambiental, visando diminuir o langcamento de
residuos de antibiéticos no meio e, consequentemente, evitando que bactérias
super-resistentes se desenvolvam. Ainda segundo os autores, 0os meios utilizados
para reduzir o impacto ambiental dos antibiéticos, conforme se depreende nas a¢bes
adotadas na Unido Europeia, demonstra o reconhecimento dos males que os
mesmos podem causar a cadeia natural, envolvendo todos os membros dos locais
atingidos, direta ou indiretamente. No entanto, a resisténcia desenvolvida por
microrganismos se consubstancia em obstaculos, por ser um processo naturalmente
evolutivo (KUMMERER, 2009b).

Embora seja um fendmeno natural, a resisténcia aos antibidticos pode ser
agravada e acelerada pelo uso excessivo e inadequado desses farmacos na
medicina humana e veterinaria e, por conseguinte, sua ocorréncia no meio ambiente
(LIEBERMAN, 2003). Dessa forma, a reducdo e eliminacdo desses compostos no
meio tornam-se um dos atuais desafios para os pesquisadores das mais diversas
areas, pois, segundo a Organizacdo Mundial de Saude a resisténcia a
antimicrobianos é caracterizada como uma crise global de saude publica que deve
ser gerenciada com urgéncia (WHO, 2015). Uma vez que os agentes causadores de

doencas infecciosas, que outrora eram iminentemente combatidas pelo uso de
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antibioticos, podem se mutar, gerando problemas de salde publica, haja vista que
os efeitos das atuais ferramentas, ao invés de trata-los, podem transforma-los em
incuraveis (KUMMERER, 2009b; CARVALHO; SANTOS, 2016). Pesquisas feitas por
Mackie et al. (2006) e Koike et al. (2007) em aguas subterraneas de locais onde
havia criacdo de suinos, nos EUA, detectaram a presenca de genes de resisténcia a
tetraciclina nas amostras analisadas. Na China, Wu et al. (2010) também
observaram genes de resisténcia e residuos de tetraciclina no solo de locais com
extensiva criacdo de suinos. Tamminen et al. (2010) verificaram a presenca de
varios genes de resisténcia as tetraciclinas em amostras de sedimentos em
fazendas de aquicultura na Suécia e Finlandia. Estes estudos apontaram a
capacidade dos microrganismos de adquirirem resisténcia quando sdo submetidos
a constante contato com estes agentes antimicrobianos.

Na era pré-antibidtica, por exemplo, mais de 80% das pessoas infectadas por
Staphylococcus aureus morriam e, com o advento dos antibioticos, especialmente a
penicilina, o numero de mortalidade devido a esta infeccdo diminuiu radicalmente
(LOWY, 2003). Estudos realizados por Bal e Gould (2005) demonstraram que com
aumento da resisténcia bacteriana, apenas 20% das espécies ora sensiveis a
penicilina ainda estdo suscetiveis a este medicamento, sendo que, doentes
infectados por Staphylococcus aureus resistentes tem probabilidade 40% maior de
morrer em comparacdo com doentes acometidos por bactérias ainda sensiveis a

este antibiotico.
2.2 Classes de antibidticos — Tetraciclinas

Os antibiéticos sédo de origem natural, semissintéticos ou sintéticos e podem
ser classificados em 12 grupos, de acordo com suas propriedades quimicas,
mecanismo de acéo e espectro de atividade, conforme especificado pela ANVISA

(2007) e resumido no Quadro 1.

Quadro 1: Classificacéo e principais indicacdes dos antibiéticos

Classe Indicacdes Clinicas

Septicemias, infecces do trato urinario, endocardites, infeccdes
Aminoglicosideos |respiratorias, intra-abdominais, meningites em recém-nascidos,
infeccdes oculares, osteomielites e infecgcbes de articulagdes

Infeccdo por enterococos resistentes a vancomicina,

Cloranfenicol ) i .
salmoneloses, tratamento de ricketsioses ou erlickiose.
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Restritas as infec¢cdes causadas por estafilococos resistentes a
Estreptograminas | oxacilina e estafilococos com sensibilidade diminuida ou
resistentes a vancomicina;

. . Usada como alternativa aos beta-lactamicos em pacientes
Glicopeptideos

alérgicos.
Infeccbes intra-abdominais, pélvicas, pulmonares,
Lincosaminas odontogénicas, sinusites, otite cronica, osteomielites, erisipela e

infeccdes de pele por estreptococos ou estafilococos.

Sdo utilizados como alternativa terapéutica em pacientes

Macrolideos - . -
alérgicos a penicilina

Usado para tratar grande variedade de infec¢Bes por anaerobios,
como abscesso cerebral, pulmonar, bacteremia, infeccbes de
partes moles, osteomielite, infeccbes orais e dentarias, sinusite
cronica, infec¢gdes intra-abdominais.

Nitroimidazoélicos

Possui atividade contra uma ampla variedade de patdgenos,
Oxazolidinonas |entre eles: Clostridium spp., Prevotella spp., Peptostreptococcus
spp. e Mycobacterium tuberculosis

Infeccdes dos tratos genito-urinario, gastrointestinal, respiratério,

Quinolonas o
osteomielites, partes moles.

infecgbes do trato urinario, altas e baixas, uretrites e prostatites
agudas ou crbnicas, tratamento de otite média, sinusite e
exacerbacdo aguda de bronquite cronica, profilaxia da
pneumonia por Pneumocystis carinii e toxoplasmose,.

Sulfonamidas

Podem ser utilizadas no tratamento de infec¢cdes causadas por
clamidias, riquétsias, colera, brucelose e actinomicose. S&o
alternativas no tratamento de infeccdes causadas por
Mycoplasma pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilis
ducreyi, Treponema pallidum em pacientes com
tragueobronquites e sinusites.

Tetraciclinas

Pneumonias, sinusite, faringite, meningites, infec¢des cutaneas e

-Lactamicos
B do aparelho reprodutor.

Fonte: Autora (2017) com dados da ANVISA (2007)

Pesquisas feitas por Lima et al. (2008) e Guimardes et al. (2010)
evidenciaram que o grupo de antibidticos B-Lactamicos ao qual pertencem as
penicilinas, cefalosporinas, carbapenens, monobactans, representam cerca de 50%
do total de vendas de antibiéticos em todo Brasil. Isso se deve ao fato destes
medicamentos serem usados como primeira escolha para tratar uma gama de
infec¢des, pois sdo de amplo espectro de atuacao.

As demais classes de antibidticos sao frequentemente usadas como
alternativa para o tratamento de infeccdes em que O microrganismo apresenta
resisténcia a (-Lactamicos ou em casos especificos em que a infeccdo ndo é
tratavel por esta classe (ANVISA, 2007; LIMA et al. 2008; GUIMARAES et al. 2010).

Porém, uma atencao especial € dada as classes de quinolonas e tetraciclinas. As
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quinolonas chegaram a representar cerca de 19% do total de vendas de antibioticos
em 2004, isso porque este grupo é frequentemente usado em infec¢cdes muito
comuns, como as do trato genito-urinario, gastrointestinal e respiratorio (ANVISA,
2007; GUIMARAES et al. 2010). J4 as tetraciclinas sdo de baixa toxicidade,
possuem precos acessiveis e atuam em Varios tipos de microrganismos, em
especial, naquelas infec¢cdes causadas por clamidias, riquétsias, colera, brucelose e
actinomicose, mas é seu uso indiscriminado na medicina veterinaria que tem
causado varios problemas ambientais, principalmente no que se refere a resisténcia
de grupos variados de bactérias (ANVISA, 2007; REGITANO; LEAL, 2010).

As tetraciclinas sdo uma familia de substancias que possuem um ndcleo
tetraciclico formado por 4 anéis com seis carbonos, fundidos linearmente, como
observado na Figura 2, que podem ser produzidas por microrganismos do género
Streptomyces sp. Todas as tetraciclinas formam quelatos insollveis com cétions
metalicos divalentes como o Ca?* e Mg?*, e também com o céation Al** (ATTWOOD,
et al., 2003). Elas possuem elevado poder de sor¢cédo no solo, o que possivelmente
ocasiona a morte de microrganismos presentes nele, contamina aguas subterraneas
e superficiais e promove o desenvolvimento de bactérias super-resistentes. Dessa
forma, faz-se necessario a obtencdo de informacdes mais criteriosas a respeito
desse tipo de contaminacdo, bem como o desenvolvimento de metodologias que a
mitiguem (VAZ JUNIOR, 2010; MAIA et al., 2010).

Figura 2: Estrutura quimica basica das tetraciclinas.
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Fonte: Katzung, Masters e Trevor (2014).

Da classe das tetraciclinas, o composto de maior utilizacdo no mercado € a
oxitetraciclina, que se tornou a base antibiética mais empregada no campo. Na
criacdo de bovinos e suinos sao importantes na prevencao e tratamento de diarreias,
pneumonias, mastites, podriddo dos cascos e anaplasmose (FERREIRA, 2005;
MARTINS et al.,, 2008). Na aquacultura e avicultura, este medicamento pode ser
adicionado diretamente a agua ou em ra¢fes, como também pode ser injetado, para
prevenir e tratar infeccbes causadas por Mycoplasma gallisepticum, Escherichia coli

e Salmonella (GASTALHO et al.,, 2014). Além disso, no Brasil a oxitetraciclina
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também pode ser utilizada como bactericida no tratamento de tubérculos e
sementes, areas das sementeiras e viveiros em culturas de ameixa, batata, berinjela,
café, fumo, jil6, maracuja, pepino, péssego, pimenta, pimentdo, tomate e plantas
ornamentais (SNVS, 1985).

2.3 Tratamentos e outras destinagcfes dados aos antibiéticos

A resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2015, dispde que os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser lancados, direta ou
indiretamente nos corpos d’agua apos o devido tratamento e desde que obedecam
as condicdes, padrdes e exigéncias dispostos nesta e em outras normas aplicaveis.
Neste contexto, industrias dos mais diversos ramos de producédo desenvolvem seus
sistemas de tratamento de esgoto, de modo a obedecer aos parametros de
potabilidade exigidos pelos 6rgaos reguladores.

As industrias farmacéuticas, em especial, possuem efluentes com diversos
tipos de contaminantes que, muitas vezes, ndo sdo eliminados pelos sistemas
convencionais de tratamento de esgoto (OULTON et al., 2010). Tanto que, segundo
Deegan et al. (2011), cerca de metade do efluente de industrias farmacéuticas
produzido no mundo todo € lancado nos corpos hidricos sem tratamento efetivo.
Ainda segundo o mesmo autor, o tratamento dado a estes efluentes geralmente
envolvem uma etapa fisico-quimica, utilizada para remover material coloidal, cor,
turbidez, odor, corrigir pH, metais pesados; seguido de um tratamento biolégico com
bactérias aerdObicas e anaerbbicas, que visa a destruicio de compostos
biodegradaveis. Contudo, estes processos de tratamentos ndo sao eficientes para a
remocdo de compostos recalcitrantes, como é o0 caso dos antibioticos, que
apresentam baixa biodegradabilidade devido ao tamanho de suas moléculas
(ALMEIDA et al., 2004; ACOSTA, 2016).

Em virtude da falta de eficiéncia na remoc¢ao de antibiéticos nas estacdes de
tratamento de esgoto, varias pesquisas tém sido realizadas com o intuito de
desenvolver metodologias para a remocado destes contaminantes, visto que, como ja
citado, sua presenca no meio ambiente pode causar, entre outros males, a formacgao
de cepas bacterianas super-resistentes (LIEBERMAN, 2003; ALMEIDA et al., 2004;
REGITANO; LEAL, 2010). As pesquisas para remocdo de antibiéticos envolvem,
entre outras metodologias, (i) a utilizacdo de processos oxidativos avancados
(ELMOLLA; CHAUDHURI, 2010), (ii) biorremediacdo, por meio da utilizacdo da
enzima lacase (ALEXANDRINO et al., 2017), (iii) carbonizagdo hidrotermal (BAI,
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SHEN; Ql, 2017), (iv) hidrdlise acida e alcalina (MITCHELL et al., 2014).

Shi et al. (2014) utilizou lacase de Eodinodontium taxodii livre e imobilizada
em Fes3Os4 na remocdo de antibidticos sulfonamidas. Ambas as formas de lacase,
apresentaram resultados significativos na remocdo destes antibioticos, porém,
guando se adicionou mediadores derivados de lignina houve remocéao de mais de
95% das sulfonamidas, em 30 minutos de incubacdo com uma concentracdo de
lacase de 0,2U.mL* (SHI et al., 2014). Ding et al. (2016) avaliou a capacidade da
lacase em degradar 14 tipos de antibidticos das classes sulfonamidas, tetraciclinas e
quinolonas. Os autores relataram que a taxa de remocdo de cada antibibtico
excedeu 70% em 15 minutos de contato com a enzima e foram bem préximas de
100% quando o tempo de contato foi de 180 minutos (SHI et al., 2014).

Apesar da realizacdo de varios estudos visando o desenvolvimento de
metodologias para a eliminacdo de antibidticos nos efluentes de industria
farmacéutica, a ANVISA e o CONAMA, em suas respectivas resolucdes n° 306/04 e
n° 358/05, sé consideram como residuos aqueles medicamentos que, porventura,
ndo foram utilizados até o término da terapia, que venceram ou apresentaram
problemas no lote de fabricacdo, indicando o tratamento térmico por incineracao
para a eliminacdo dos mesmos (ANVISA, 2004; CONAMA, 2005). Nenhum dos
orgaos supracitados estabelecem limites para a concentracdo de antibioticos em
agua potavel. De forma analoga a estes 6rgados, o Regulamento para Lancamento
de Aguas Residuarias em Rede de Esgoto Fornecida pela Companhia de Distritos
Industriais de Goias — Goiasindustrial, de 2009, em seu artigo 9°, apenas dispde que
industrias com atividades farmacéuticas deverao realizar processos de inativacdo de
antibiéticos e hormbnios que apresentam eficiéncia de 90% na eliminacdo desses
compostos. Mas ndo se posiciona a respeito de concentracdes maximas que serao
permitidas para despejo nos corpos hidricos. Além disso, nenhuma metodologia
especifica para remocao de farmacos em estacées de tratamento de agua e esgoto
doméstico é aplicada. Desprezando-se, dessa forma, os meios de contaminacéo de
aguas superficiais e subterraneas por parte de antibiéticos, através das excretas
humanas e animais, das utilizacbes destes compostos em aquicultura e em lavouras
(BOXALL et al., 2002; VAZ-MOREIRA et al., 2014).

Segundo a Companhia de Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo
(Sabesb), a agua que é captada nos rios e lagos passa pelas seguintes etapas de
tratamento: Pré-cloracdo, Pré-alcanilizacdo, Coagulacdo, Floculacdo, Decantacéo,
Filtracdo, Pds-alcalinizacdo, Desinfeccdo, Fluoracdo e depois segue para o0

consumo. Ja no tratamento de esgoto, a mesma companhia segue dois
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procedimentos, uma para o esgoto liquido e outra para os solidos resultantes do
tratamento do esgoto liquido. As etapas de tratamento para o esgoto liquido séo:
Gradeamento, Caixa de areia, Decantador primario, Tanques de aeracéo,
Decantador secundéario e descarte do liquido nos corpos hidricos. A parte sélida
gerada através do tratamento do esgoto liquido, passa pelas seguintes etapas:
Entrada do lodo primario, Entrada do lodo secundéario, Adensadores, Flotadores,
Digestadores, Filtros prensa, Esteira e disposicdo das tortas formadas em aterros
sanitarios (SABESP, 2017).

As etapas de tratamento de agua e esgoto doméstico convencionais ndo sao
eficientes para remover compostos recalcitrantes como os antibiéticos e horménios.
Dessa forma, o que se observa, € uma remocéao parcial desses compostos através
de tratamento biolégico, como no caso da etapa de digestadores, onde o foco
principal ndo é a remocao desses farmacos (DEEGAN et al., 2011). Assim, a agua
tratada para o consumo humano pode conter esses contaminantes, bem como o

esgoto apos o tratamento, que vai integrar os corpos d’agua novamente.

2.4 Enzima Lacase

2.4.1 Fungos produtores

A lacase foi identificada pela primeira vez em uma arvore japonesa produtora
de Laca, chamada de Rhus vernicifera Stokes (Anacardiaceae) (MOROZOVA et al.,
2007; GIARDINA et al., 2010). Ela foi uma das primeiras enzimas a ser estuda e foi
descrita pela primeira vez, em 1883, por Yoshida (MAYER; STAPLES, 2002). Em
1896, Bertrand e Laborde descobriram fungos produtores de lacase e, a partir dai
elas comecaram a ser encontradas em uma ampla variedade de fungos, bem como,
em alguns insetos, plantas e bactérias, sendo abundantemente produzidas pelos
chamados fungos de ‘podriddo branca’, responsaveis pela degradacdo da lignina
(MIKOLASCH; SCHAUER, 2009; KUNAMNENI et al., 2007).

Os fungos de podriddo branca sdo fungos basidiomicetos capazes de
produzir, simultaneamente, enzimas hidroliticas e oxidativas necessarias para
degradar substratos lignocelulésicos. Estes fungos, excretam enzimas que
degradam polimeros de lignina em moléculas menores, que sao mais facilmente
absorvidas por eles e utilizadas como nutrientes (VALASKOVA, 2005; TUOMELA et
al. 2000). As enzimas envolvidas na degradacéo da lignina sao: (i) lignina leroxidase,
(i) manganés peroxidase, (iii) lacase, (iv) glucose e glioxal-oxidase e (v) celobiose-
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quinona oxidorredutase, sendo que, o mecanismo do processo enzimatico de
degradacédo esta relacionado com as condices ambientais e as espécies fungicas
envolvidas, uma vez que, microrganismos diferentes podem produzir conjuntos de
enzimas lignoliticas diferentes (PALMIERI et al., 1997; KUNAMNENI, 2007). Duas
classes de enzimas lignoliticas, fenoloxidases (lacase) e peroxidases (lignina e
manganés) sdo mais frequentemente produzidas por diversos tipos de cepas de
fungos, porém, as lacases tem recebido especial atencdo (THURSTON, 1994;
REDDY; D'SOUZA, 1994; CULLEN, 1997; LEONOWICZ et al., 2001; LLORET et al.,
2013; SHI et al., 2014).

O fungo Phanerochaete chrysosporium é um potente organismo ligninolitico
conhecido. Esse fungo produz um sistema enzimatico composto por lignina
peroxidase, manganés peroxidase e a glioxal oxidase (RAJARATHANAM et al.,
1992). O fungo Pycnoporus cinnabarinus produz lacase como a Unica enzima
ligninolitica e o Pycnoporus sanguineus produz, além da lacase, as enzimas lignina
peroxidase e manganés peroxidase. Ja o fungo Pleurotus ostreatus produz lacase e
manganés peroxidase, mas ndo € capaz de produzir lignina peroxidase (PALMIERI
et al., 1997; EGGERT et al., 1996). Além de outras enzimas, ha relatos de producédo
de lacase pelos fungosTrametes versicolor (CORDI et al., 2007), Tricholoma
mongolicum (MIAO et al., 2010), Xylaria polymorpha (CHAPARRO et al., 2009),
Trichoderma atroviride, T. longibrachiatum e T. viride (GOCHEV; KRASTANOV,
2007), Aspergillus sclerotiorum e Cladosporium cladosporioide (BONUGLI-SANTOS
et al., 2010).

As lacases podem apresentar isoformas, ou seja, diferentes formas
moleculares com alterac6es na sequéncia de aminoacidos, mas que catalisam as
reacoes com os mesmos substratos (MALONE et al., 2007). Dong et al. (2005) e
Pezzela et al. (2009) identificaram que diferentes cepas, condi¢cdes de cultivo, estado
fisiol6gico do microrganismo e, principalmente, a presenca de algum indutor no meio
de cultura, podem influenciar nos tipos de lacase que serdo produzidas. Mansur et
al. (2003), Giardina et al. (1999) e Palmieri et al. (2003) estudaram a producao de
lacase pelo Pleurotus ostreatus com diferentes meios de cultivo e producgéo, e
observaram sua capacidade de produzir isoenzimas com variagdo de massa molar
entre 60 e 67kDa.

O Pleurotus ostreatus (Figura 3) € um fungo produtor de lacase, pertencente a
classe dos basidiomicetos, que tem se destacado, em relacdo a outros fungos
produtores dessa enzima, por apresentar grande adaptabilidade, produtividade e por

ser de facil cultivo, o que diminui os custos de producdo (GUNDECIMERMAN,
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1999). Por ser um fungo degradador de lignina, estudos sobre seu cultivo utilizando
residuos lignocelulésicos como palha de arroz (BONATTI et al., 2004), batatas secas
(MORAIS et al., 2002), extrato de trigo (GERN et al., 2008), casca de café (SILVA et
al., 2012), grao de cervejaria (GREGORI et al.,, 2008), residuos de laranja
(ALEXANDRINO et al., 2007), entre outros, tem apresentado como resultados um

aumento de producdo em relacdo a cultivos sem esses tipos de indutores.

Figura 3: Fungo Pleurotus ostreatus

Fonte: Simdes (20)

O desenvolvimento de metodologias que aumentam a producdo enzimatica e
diminuem os custos, pode viabilizar a aplicacdo de lacase em diversos processos
biotecnolégicos, principalmente em processos de biorremediacdo (ALEXANDRINO
et al., 2007).

2.4.2 Classificacdo e mecanismo de acao

As enzimas sao compostos de natureza proteica que atuam como
catalisadores de reacdes bioquimicas. Elas sdo capazes de acelerar uma reacdo em
milhares de vezes, fornecendo caminhos alternativos e menos energéticos, sem,
contudo, participar dela como reagente ou produto, tornando-se passiveis de serem
usadas em diversos tipos de atividade industrial como no ramo farmacéutico,
alimenticio, téxtil, papel e celulose, producdo de alcool, cosméticos, entre outros
(TALENS-PERALES et al.,, 2016). Suas propriedades as fazem preferiveis em
relacdo aos catalisadores quimicos, pois elas atuam em concentracdes muito baixas,
em condi¢des suaves de temperatura e pH, apresentam facil controle de atividade,

alta especificidade ao substrato, baixa toxicidade, baixo impacto ambiental e, além
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disso, os produtos apresentam melhor qualidade (SANCHEZ; DEMAIN, 2017).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IlUB) as enzimas podem ser
divididas em seis classes: (i) Oxirredutases: catalisam reacfes de transferéncia de
elétrons, ou seja, reacdes de oxi-reducdo; (ii) Transferases: catalisam reacdes com
transferéncias de grupos funcionais; (iii) Hidrolases: catalisam reaces de hidrdlise
de ligacbes covalentes; (iv) Liases: catalisam quebra de ligacbes covalentes com
remocdo de moléculas de agua, aménia e gas carbdnico; (v) Isomerases: catalisam
reacOes de conversédo entre isbmeros opticos ou geométricos; (vi) Ligases: catalisam
reacoes de formacdo de novas moléculas a partir de duas ja existentes (SANCHEZ;
DEMAIN, 2017).

Nas ultimas décadas, pesquisas tem dispensado especial atencdo ao grupo
de enzimas das oxirredutases, sobretudo as enzimas lacases (benzenodiol:
dioxigénio oxidorredutase, EC 1.10.3.2), pois elas sdo capazes de catalisar reacoes
de oxidacdo em diversos grupos de fendis, aminas e na lignina, ao passo que reduz
oxigénio molecular a agua (GUIMARAES et al, 2017). As lacases, também
chamadas de fenoloxidases, sdo glicoproteinas que integram o grupo de enzimas
multinucleares cuja estrutura peptidica apresenta ions metdlicos. Elas sao
caracterizadas por possuirem 4 atomos de cobre cataliticos, que podem ser
classificados em tipo 1, 2 e 3 (COUTO; HERRERA, 2006; KUNAMNENI et al., 2007,
XIMENES et al., 2009). O cobre tipo 1 ou T1 (Cu I) é responsavel por catalisar a
transferéncia de elétrons, oxidando o substrato, e por conferir a cor azul-esverdeada
as lacases. O cobre tipo 2 ou T2 (Cu Il) atua no sitio catalitico e atividade redox da
proteina, transferindo elétrons para o aceptor final, oxigénio, que é reduzido a agua.
O cobre tipo 3 ou T3 (Cu lll) se apresenta em um sitio bi-nuclear, composto por dois
atomos de Cu lll, atuando como intermediario na reducéo de O2 (GUIMARAES et al.,
2017; KUNAMNENI et al., 2007; XIMENES et al., 2009). Os cobres tipo T2 e T3

formam um sitio tri-nuclear, como pode ser observado na Figura 4.



30

Figura 4: Representacdo da estrutura proteica da enzima lacase exibindo os ions

cobre

Fonte: Ximenes et al., (2009)

O esquema da Figura 5 ilustra o processo de oxirreducdo que é catalisado
pelo sitio ativo da enzima lacase, em que (1) ocorre oxidacdo do substrato e reducao
do cobre T1, em seguida, (2) o cobre T1 transfere elétrons para os cobres T2/T3 e,
entdo, (3) o oxigénio molecular é reduzido a agua através da interacdo com o sitio
T2/T3 (BALDRIAN, 2006; GARCIA, 2016)

Figura 5: Esquema do processo de oxidagao catalisado pela Lacase

—+ His-Cys-His

(Cu—=Cu’)

0, 2H,0

Fonte: Adaptado de Garcia (2016)
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Como observado, durante o ciclo catalitico ha oxidacdo de quatro moléculas
de substratos para produzir quatro moléculas de radicais livres hidroxi-fendlicos ou
amino-aromaticos, enquanto ocorre a reducdo de uma molécula de oxigénio a duas
moléculas de agua (RIVA, 2006).

Segundo Mikolasch e Schauer (2009), as lacases podem ser classificadas
como de alto potencial redox, produzidas principalmente pelos fungos de podridao
branca; e de baixo potencial redox, que sdo produzidas comumente por insetos,
bactérias, leveduras e vegetais. O potencial redox das lacases fungicas esta
compreendido entre 0,4 e 0,8V, sendo que aquelas que apresentam um potencial de
0,4 a 0,6V séo classificadas como de baixo potencial redox e as que apresentam
potencial entre 0,6 e 0,8V sdo denominadas de alto potencial redox (GOCHEYV;
KRASTANOQV, 2007; MOROZOVA et al., 2007b; BRIJWANI et al., 2010).

De acordo com Baldrian (2009), as lacases geralmente sdo caracterizadas
como enzimas azuis devido a presenca de ions cobre, mas também podem ser
denominadas de enzimas amarelas ou brancas, quando o ion de cobre tipo 1 esta
ausente em sua estrutura. O mesmo autor revela que ha divergéncia em considerar
ou ndo as lacases brancas e amarelas como lacases propriamente ditas, porém,
elas apresentam afinidades a uma gama de substratos semelhantes.

As lacases amarelas ndo contém o cobre tipo 1, podendo apresentar um
atomo de manganés em sua estrutura. Essa mudanca em seu sitio ativo, faz com
que essa enzima seja capaz de oxidar lignina ndo-fendlica e alcool veratrilico na
auséncia de mediadores (ITABAINA JUNIOR; SOUZA, 2017). Segundo oS mesmos
autores a producao desse tipo de lacase foi verificada nos fungos Gaeumannomyces
graminis, Agaricus bisporus, Schizophyllum commune, Panus tigrinus, Phlebia
radiata, Colorius versicolor e Phlebia tremellosus. J4 as lacases brancas sao
constituidas por um atomo de zinco, um atomo de cobre e dois &tomos de ferro em
seu sitio ativo, o que leva a um aumento no potencial redox da enzima e,
consequentemente, em seu espectro de atuacdo. Elas foram encontradas nos
fungos Pleurotus ostreatus, Pycnoporus sanguineus, Trametes hirsuta e Phlebia
radiata (ITABAINA JUNIOR; SOUZA, 2017).

2.4.3 Aplicagao da Lacase como biorremediadores
Devido a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente, tecnologias de

producdo mais limpas e de descontaminacdo ambiental vém sendo desenvolvidas.

Dentro desse contexto, a biorremediacdo, processo pelo qual plantas, bactérias,
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algas, fungos e suas enzimas sao utilizados para reduzir ou remover contaminantes
ambientais, tem ganhado destaque (LIMA et al., 2015).

A enzima lacase tem sido bastante estudada como agente biorremediador
devido sua capacidade de oxidar compostos fendlicos e alguns nao fendlicos, como
poluentes ambientais altamente recalcitrantes, atuando na desintoxicacdo de
efluentes oriundos de industrias de agrotoxicos, téxtil, petroquimica, papel e
celulose, farmacéutica, e em diversos processos de descontaminacdo ambiental
(COUTO; HERRERA, 2006; PATEL; SINGHANIA; PANDEY, 2017). Os requisitos
simples de catalise da lacase, presenca de substrato e de Oz, bem como sua
aparente estabilidade, tornam esta enzima atraente para aplicacées biotecnoldgicas,
pois elas sdo capazes de oxidar, polimerizar e transformar compostos fenélicos em
derivados menos toxicos (MAJEAU et al., 2010).

Diversas pesquisas mostraram que lacases flungicas sé@o capazes de catalisar
reacOes de oxidacéo de diversos tipos de contaminantes ambientais. No Quadro 2

sao apresentados alguns destes estudos.

Quadro 2: Estudos de biorremediacdo usando lacases fungicas.

Fonte produtora de

Aplicacao Referéncia
lacase
. . A . kazaki L.,
Coriolus versicolor Oxidagéo de Bisfenol A ;)ngza et a
Cladosporium Degr a hidrocarbon .
P °d a}d_a(;ao ., (.je \drocarbonetos Potin et al., 2004
sphaerospermum aromaticos policiclicos
Echinodontium taxodii Biorremediagao de sulfonamidas Shi et al., 2014
Myceliophthora Biorremediaca nti-inflamatori
y p_ io eAe_dla(;ao de anti-inflamatdrios e Lioret et al., 2013
thermophila estrogénios
. Biotransformacdo de &cidos humicos do|Zavarzina et al.,
Panus tigrinus
solo 2004
: . . ~ g ., .| Alexandrino et al.,
Phragmites australis Biodegradacao de antibidticos veterinarios 2017

Biorremediagao de solo contaminado com

Pleurotus osteratus Eggen, 1999
creosoto
: . i . . Carunchio et al.,
Pyricularia oryzae Oxidacao de acido ferulico 2001
Pyricularia oryzae Biodegradacéo de fendis Lante at al., 2000
: A L Niku-Paavola e
Trametes hirsuta A oxidag&o enzimatica dos alcenos Viikari, 2000
. i . Collins et al,
Trametes versicolor Oxidacao de antraceno e benzo(a)pireno

1996
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Oxidacdo de antibidticos sulfonamidas,

Trametes versicolor o .
tetraciclina e quinolona

Ding et al., 2016

Biorremediacao de diclofenaco,

Trametes versicolor naproxeno, indometacina, ibuprofeno e|Tran etal., 2010
fenoprofeno

Trametes villosa Transformacéao do fungicida cyprodinil Kang et al., 2002

Fonte: Autora (2017)

2.5 Secagem de enzimas em spray dryer

Apesar do desenvolvimento de varias metodologias para obtencdo de
enzimas, a producdo dessas proteinas para fins comercias ainda enfrenta
problemas, pois, a comercializagcdo desses produtos depende da manutencao de
sua atividade e estabilidade por longos periodos de tempo (SAMBORSKA et al.,
2005). Os extratos enzimaticos em meio aquoso sdo de dificil transporte,
armazenamento e, além disso, apresentam pouca estabilidade, devido ao fato da
agua possibilitar a contaminacdo por microrganismos e facilitar uma série de
degradacdes fisicas, como agregacao e precipitacdo, e quimicas, como oxidacdo e
deaminacédo, durante as etapas de purificagdo, transporte, estocagem e aplicacéo
(ARAKAWA et al., 1993; NAMALDI et al., 2006).

Nesse sentido, o processo de secagem de enzimas permite que essas
proteinas desidratadas apresentem uma série de vantagens quando comparadas
com extratos enzimaticos aquosos (DE PAZ, 2002). As enzimas secas apresentam
aumento no prazo de validade, conservacdo de sua atividade biol6gica, maior
praticidade no manuseio, transporte e armazenamento, facilitando, dessa forma, sua
comercializacdo (LIAO et al.,, 2003). Dentre as operacbes de transformacdo de
produtos liquidos em formulacdes em po, a técnica de secagem em spray dryer se
mostra como uma boa opc¢ao, pois, tem sido frequentemente empregada na industria
em processos de secagem de alimentos, farmacos, sabdes e enzimas
(SCHAFFAZICK et al., 2003; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; PEIGHAMBARDOUST,
et al., 2011; PERRONE et al., 2013).

A técnica de spray drying, também chamada de nebulizacdo, consiste em
transformar um material em estado fluido em particulas sdlidas. A secagem é
realizada da seguinte maneira: (i) um sistema de bombeamento com controle de
vazao leva o fluido até o bico atomizador (bico de ‘spray’), (ii) pequenas goticulas
sdao formadas e lancadas na céamara de secagem, (iii) outro sistema de

bombeamento e controle de vazdo lanca o ar aquecido dentro da camara de
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secagem, onde ele entra em contato com as goticulas do fluido promovendo a
secagem, (iv) o material seco € direcionado para um separador tipo ciclone onde o
produto sera coletado (MASTERS, 1979; ROSA et al.,, 2006). A Figura 6 ilustra,

esquematicamente, um equipamento de secagem do tipo spray dryer.

Figura 6: Equipamento de secagem spray dryer

Fonte: Rosa et al., (2006)

As partes que compde o spray dryer apresentado na Figura 6 séo: (1) chave
de comando geral, (2) controle da temperatura de secagem, (3) controle de
bombeamento do liquido, (4) camara de secagem, (5) ciclone ou separador do pé
seco, (6) indicador da temperatura de saida do produto e (7) recipiente coletor do p6
seco.

A secagem de fluidos em spray dryer € um fenbmeno complexo que exige o
controle de uma série de variaveis, como 0s parametros operacionais temperatura
de entrada e saida do ar, vazdo do ar e vazao do fluido (AMERI; MAA, 2006). Além
desses parametros a serem controlados no equipamento de secagem, o teor de
sélidos totais e a adicdo de adjuvantes interferem significativamente no rendimento
do processo, bem como na manutencdo da estabilidade do produto, absorcéo de
umidade pds secagem, morfologia das particulas, atividade de agua, influenciando,
dessa forma, nas caracteristicas e qualidade do produto final (CAL; SOLLOHUB,

2010). Dentre estes parametros, a temperatura € a variavel mais critica, por
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influenciar diretamente na conservacdo das propriedades de substancias
termolabeis. Pelo fato das goticulas atomizadas e as particulas de p6 secas
manterem uma temperatura bem abaixo da temperatura de entrada do ar de
secagem ao longo do processo, a temperatura do ar de saida deve ser controlada
mais rigorosamente. 1sso porque somente nos ultimos estagios de secagem, quando
a atividade de agua do material é baixa, a temperatura das particulas pode subir,
mas, ainda assim, continuara inferior a temperatura do ar que sai do equipamento.
Por isso, a técnica de secagem em spray dryer pode ser aplicada em diversos
materiais termossensiveis, como farmacos, microrganismos, alimentos, proteinas,
entre outros (MILLQIST-FUREBY et al., 1999; SANTOS, 2012).

No caso de secagem de enzimas, a escolha do adjuvante que sera
adicionado a amostra € uma etapa fundamental, pois estes compostos podem atuar
como protetores e estabilizadores das moléculas. Os adjuvantes protetores
colaboram com a manutencdo da estrutura da molécula de proteina evitando
possivel desnaturacdo, e o0s adjuvantes estabilizadores contribuem para a
manutencdo da atividade enzimatica durante o processo de estocagem (BELGHITH
et al.,, 2001). Os adjuvantes mais comumente usados sao: tween, maltodextrina,
celobiose, glicose, lactose, sucrose, trealose, polimeros carboximetilcelulose,
celulose micro-cristalina, dextrana, goma arabica, glicerol, manitol, propilenoglicol,
sorbitol, xilitol e didxido de silicio coloidal (SHIOTA, 2014).

Nos ultimos anos, pesquisas envolvendo secagem de enzimas em spray dryer
tém sido desenvolvidas. Silva (2010) testou varios adjuvantes para secagem da
enzima lipase e observou que, imediatamente apds a secagem, houve manutencao
de 96,7, 93,2 e 90,6% da atividade quando se utilizou, respectivamente, 0s
adjuvantes lactose, maltodextrina DE10 e [B-ciclodextrina na concentracdo de 10%
combinados com 0,1% de Tween. O mesmo autor relatou que apdés 8 meses da
secagem, a enzima estabilizada com B-ciclodextrina foi a que apresentou melhor
atividade residual, aproximadamente 70%. Shiota (2014) avaliou o processo de
secagem das enzimas endoglucanase e xilanase em spray dryer, utilizando varios
adjuvantes, e concluiu que a adicdo dos estabilizadores maltodextrina e goma
arabica até um percentual de 10% de sélidos totais no extrato enzimatico, contribuiu
para a manutencdo de mais de 90% de atividade residual. Belghith et al. (2001)
observaram a manutencdo praticamente constante da atividade de celulases
estabilizadas com 3% de maltodextrina, durante 8 meses. Namaldi et al. (2006),
observou que a adicdo de 2% de maltodextrina a uma protease alcalina,

proporcionou a manutencdo de 82% de atividade enzimatica durante 6 meses de
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estocagem. Santos (2012) utilizou a proporcéo de 2/1 entre a quantidade de extrato
enzimatico e a quantidade de adjuvante nas formulacbes de secagem. Obteve-se
melhores resultados quando a mistura entre os adjuvantes dextrina e diéxido de
silicio coloidal foram na propor¢cdo de 1/1. Apdés 120 dias de secagem e
armazenamento a temperatura ambiente, observou-se a conservacdo de 91,62% da
atividade proteolitica e 85,75% da atividade lipolitica. Com base nestas pesquisas, €
evidente que a secagem de enzimas através da técnica de spray drying proporciona
uma maior estabilidade e facilidade de manuseio e armazenamento desses
produtos.

Dentre os adjuvantes que podem ser utilizados no processo de secagem de
enzimas, atencao especial é dada a maltodextrina, goma arabica e didéxido de silicio
coloidal. Estes adjuvantes, quando comparados com outros, geralmente apresentam
melhores resultados na manutencdo de atividade pés secagem e durante
armazenamento, como pode ser observado nos trabalhos de Belghith et al. (2001),
Namaldi et al. (2006), Silva (2010), Santos (2012) e Shiota (2014).

A maltodextrina consiste em unidades de a-D-glicose, um produto de amido
parcialmente despolimerizado, solivel em agua, com baixa densidade e alto peso
molecular (BEMILLER; WHISTLER, 1996). Elas sédo frequentemente usadas como
adjuvantes de secagem pois reduzem a higroscopicidade e facilitam a secagem,
evitando a aglomeracdo do produto durante o processo e conferindo uma
granulacdo mais homogénea. Além disso, a maltodextrina protege o aroma, evita a
oxidacdo e melhora a estabilidade do produto pos secagem (BHANDARI; HARTEL,
2005).

A goma arabica é um heteropolissacarideo complexo de estrutura altamente
ramificada de galactose, arabinose, ramnose e &cido glicurénico. Ela tem sido usada
como adjuvante em secagem por pulverizagdo devido a sua capacidade de
emulsificacdo, baixa viscosidade quando em solucdo aquosa e efetividade em
reduzir a higroscopicidade dos pés (AZEREDO, 2005; ALLOUE et al., 2007). Além
disso, assim como a maltodextrina, a goma ardbica proporciona retencdo de
substancias volateis e protege contra oxidacdo, porém, possui custo mais elevado
(McNAMEE et al., 1998).

O diéxido de silicio coloidal € um material inorganico, com baixa densidade e
grande capacidade de adsorcdo. As particulas de silica envolvem as particulas do
ingrediente ativo, reduzindo as forcas de atracdo e minimizando a ocorréncia de
aglomeracdes do produto. Ele melhora o aspecto dos pés, diminuindo a formacao de

pontes e buracos, além de propiciar aumento no rendimento (ROWE et al., 2006).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Enzimologia e
Biocatalise Ambiental (Lenzibio) e as analises de cromatografia foram feitas no
Laboratorio NEPET, ambos na Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Goias. A secagem dos extratos enzimaticos brutos foi realizada no Laboratério de
Secagem e Armazenamento de Produtos Vegetais da Universidade Estadual de
Goias — Campus Anapolis.

3.1 Origem e manutenc¢éao do fungo

A linhagem do Pleurotus ostreatus foi cedida pelo Laboratério de Sistematica
e Fisiologia Microbiana do Departamento de Ciéncias de Alimentos da Faculdade de

Engenharia de Alimentos da Universidade de Campinas (Unicamp).

3.1.1 Preparac¢éo do meio de cultura

Foi preparado um caldo de batata artesanal acrescido de dextrose e agar. O
caldo de batata foi preparado através do cozimento de 3 batatas grandes
(aproximadamente 250 gramas) cortadas em rodelas de, aproximadamente, 1cm de
espessura em 1 litro de 4gua, durante 30 minutos em panela de pressdo. Depois, as
batatas foram amassadas junto com a 4gua de cozimento e o caldo resultante foi
coado, para retirar residuos de casca e 0 excesso de polpa.

Para a manutencdo do fungo foi preparado um meio de cultura Agar Batata
Dextrose (ABD), onde se utilizou 200mL do caldo de batata preparado conforme
metodologia supracitada, 20g de dextrose (Vetec) e 15g de agar (Himedia) para um

litro de agua.

3.1.2 Manutencéo do fungo

O meio de cultura Agar Batata Dextrose (ABD) foi autoclavado a temperatura
de 120°C e pressao de 1 atm, durante 20 minutos.

Foram colocados 20mL de meio de cultura ABD em cada placa de petri,
esperou-se 0 meio solidificar e inoculou-se 1 disco de 6mm da cultura de Pleurotus
ostreatus no centro da placa.

Durante o periodo de crescimento do fungo, aproximadamente 7 dias, as
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placas foram mantidas em incubadora BOD (Biochemical Oxigen Demand) a 28°C e,
depois, foram armazenadas sob refrigeracdo a 4°C, sendo repicadas mensalmente

para manutencgao da cultura.

3.2 Escolha do material vegetal parainducéo da producéo de lacase

Para verificar a influéncia de indutores naturais para a producdo de lacase
pelo fungo Pleurotus ostreatus, foram escolhidos os seguintes residuos vegetais:
bagaco de cana-de-acucar (Saccharum L. Poaceaea), casca de cdco verde (Cocos
nufera L. Palmae Arecaceae), fruto de cacau (Theobroma cacao L. Sterculiaceae),
fruto de cupuacu (Theobroma grandflorum Willld ex Spreng Schum. Sterculiaceae)
fruto/semente de acai (Euterpe pleracea Mart. Arecaceae), fruto/semente/casca de
acerola (Malpighia glabra D.C Mapighiaceae), palha de guariroba (Syagrus oleracea
Becc. Arecaceae) e sabugo de milho (Zea mays L. Poaceae).

O bagaco da cana-de-acucar, casca de cdco verde, sabugo de milho e palha
de guariroba foram coletados em feiras na cidade de Goiania — Goias. Residuos de
acai foram doados por produtores de polpa em Belém — Para. Residuos de cupuacu
e cacau foram cedidos pela Unidade de Extracdo de Matéria Vegetal da Natura®,
em Benevides — Para. O residuo de acerola foi obtido em plantacdo caseira de
aceroleiras na cidade de Goiania — Goias.

A secagem do bagaco de cana-de-acgUcar, acerola e palha de guariroba foi
feita ao ar livre, durante 48 horas. Os outros residuos foram secos em estufa com
circulacdo de ar forcado, a 40°C até que estivessem completamente secos,
aproximadamente 24 horas. Todos os residuos foram triturados até que se obtivesse
um po fino, em moinho de facas tipo willye, modelo Star FT50, marca Fortinox, como
pode ser observado na Figura 7. Apdés a moagem, os residuos foram armazenados

em dessecadores.
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Figura 7: Indutores utilizados na producdo enzimatica

Guariroba p;““;c_,

Fonte: Autora (2017)

3.3 Producéo de lacase

Para producéo de lacase, seguiu-se metodologia proposta por Golveia (2016),
com algumas modificacdes. Para tanto, utilizou-se 200mL de caldo de batata
artesanal e 5g de dextrose para preparar 1 litro de meio de cultura para producéo
enziméatica. Colocou-se 60mL deste meio de cultura e 1% (m/v) de material vegetal
indutor em erlenmeyers de 250mL. Autoclavou-se os meios a latm e 120°C por 20
minutos e, depois inoculou-se 5 discos de 6mm da cultura do Pleurotus ostreatus,
ora crescida em meio soélido ABD, em cada um dos erlenmeyers. Estes foram
mantidos sob agitacdo de 150 rpm a temperatura de 28°C, em uma incubadora
refrigerada com agitacdo — Shaker (Marca: Tecnal, Modelo: TE-421), por 9 dias. A

Figura 8 apresenta os erlenmeyers antes de serem dispostos no shaker.
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Figura 8: Erlenmeyers contendo o meio de cultura e indutores para producéo de

lacase do fungo Pleurotus ostreatus

-""—-"- —

L.

Fonte: Autora (2017)

Como parametros, foram feitos controles negativos, apenas microrganismo e
meio de cultura sem adicdo de indutores; e positivos, microrganismo e meio de
cultura com adicdo de 0,0005% de sulfato de cobre (CuS0O4.5H20) e 0,4 mmol.L* de
2,5-xilidina, conhecidos indutores de lacase, conforme descrito por Garcia (2006).

3.4 Avaliacdo da producao de lacase

Com o intuito de determinar o dia de pico de producdo enzimatica, foram
feitas analises de atividade diariamente desde o momento da inoculacdo do fungo
no meio de cultura até o décimo dia.

A determinacdo da atividade enzimatica da lacase seguiu a metodologia
proposta por Szklarz et al. (1989), em que a siringaldazina, absortividade molar (g) =
65000 molt.L.cm™, foi utilizada como substrato na reagéo. No entanto, a quantidade
e o tipo de tampao foram alterados de modo a facilitar essa analise.

O volume final da mistura reacional foi de 1mL, composto por: 890uL de
tampdo acetato de sédio 50 mmol.L* pH 5,0; 10uL de extrato enzimatico bruto e
100puL de siringaldazina (Sigma Chemical Company) 1,0 mmol.L, preparada em
etanol absoluto. A reacdo foi acompanhada em espectrofotometro UV-Vis (Marca:
Thermo Scientific, Modelo: Genesys 10S), a temperatura ambiente e 525nm, por 5
minutos, iniciados a partir da adicdo de siringaldazina. Todas as analises foram
feitas em triplicata.

A amostra utilizada para corregdo do background (branco) do
espectrofotbmetro também apresentava o volume final de 1mL e era composta por:

990uL de tampdo acetato de sédio 50 mmol.L* pH 5,0 e 10uL de extrato enzimatico
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bruto. A siringaldazina ndo foi adiciona de modo a evitar o inicio da reacdo de
oxidacdo do substrato.

Leonowicz e Grzywnowicz (1981) propO6s uma equacdo para quantificar a
producdo enzimética de fungos, utilizando a siringaldazina como substrato. Esta
equacdao foi modicada e usada para calcular a atividade enzimatica do extrato bruto

em relacdo a absorbancia e ao tempo de reacéo. Assim, tem-se a Equacéo 1:

Abs x 108
U= ———
sxRxt

Onde:

Abs = Absorvancia no comprimento de onda especifico (nm);

¢ = Coeficiente de absortividade molar, especifico para cada substrato (mol2.L.cm™?);
R = Quantidade de extrato bruto (mL);

t = Tempo de reagcdo em minutos.

Dessa forma, o resultado da equacdo (U) é a concentracdo enzimatica na
solucdo expressada em U.mL?, sendo que uma unidade de U é definida como a

quantidade de enzima necessaria para oxidar 1umol.L* de substrato por minuto.
3.5 Determinacao de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas nos extratos brutos, foi feita
segundo o método colorimétrico proposto por Bradford (1976). Utilizou-se albumina
sérica bovina (BSA — Sigma) para construir uma curva padrdo e, a partir dela,
determinar a concentra¢éo de proteinas nos extratos.

Para as analises, deixou-se reagir 1mL da solucdo de Bradford com 100uL de
amostra, durante 15 minutos. ApGs esse periodo, procedeu-se a leitura de
absorbancia, a temperatura ambiente, em 595nm. Para o branco, utilizou-se dgua no
lugar da amostra.

As analises foram feitas no momento da inoculacdo do fungo no meio e
durante todos os dias de producdo enzimatica. Todos os ensaios foram feitos em

triplicata.
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3.6 Determinacao de acucares redutores

A determinacdo da concentracdo de acUcares redutores nos extratos brutos,
foi feita utilizando o método colorimétrico proposto por Miller (1959). Utilizou-se
dextrose (Vetec) para construir uma curva padrdao e, entdo, determinar a
concentracdo de acucares redutores nos extratos.

A mistura reacional era composta por: 50uL de extrato bruto e 1mL do
reagente de Miller — DNS (acido dinitrossalicilico). A mistura foi fervida em banho-
maria por 5 minutos e, posteriormente, foram adicionados 4mL de agua destilada.

Procedeu-se a leitura da absorbancia a temperatura ambiente e 545nm.

3.7 Selecdo do extrato enzimatico bruto para etapas seguintes

As andlises de caracterizacdo, secagem e biorremediacdo foram feitas
apenas com o extrato enzimatico bruto obtido a partir do residuo que melhor induziu

a producao enzimética.

3.8 Determinacdo da temperatura e pH 6timo

Para a determinacdo da temperatura e pH 6timo, foram feitas analises de
atividade enzimética segundo a metodologia descrita no item 3.4, alterando-se o0s
pH’s do tampé&o e variando a temperatura.

Os pH'’s analisados foram: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0, todos na concentracao
de 50mmol.L?. E as temperaturas foram: 25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C.

Cada um dos pH’s contendo a amostra foram incubados em cada uma das
temperaturas, até que a temperatura da mistura (tampao/amostra) fosse igual a
temperatura na qual estavam incubados. Todas as analises foram feitas em

triplicata.

3.9 Determinacao da estabilidade da enzima em temperatura e pH 6timo

A partir dos ensaios de temperatura e pH 6timo, foram selecionados os
tampdes de pH's 5,0, 6,0 e 7,0 e as temperaturas 25, 30, 40, 50 e 60°C, para se
determinar a estabilidade do extrato enzimético bruto.

Amostras de 10uL do extrato bruto foram adicionadas em 890uL de tampdes
de cada um dos pH’s selecionados e incubados nas temperaturas supracitadas por
24 horas.



43

As andlises de atividade foram realizadas conforme descrito no item 4.4, de
hora em hora até completar 6 horas de incubacédo e, por ultimo, analisou-se a

atividade apoés 24 horas. Todas as analises foram feitas em triplicata.

3.10 Atividade da enzima utilizando diferentes substratos

Foi analisada a atividade enzimética do extrato bruto frente aos substratos
ABTS, catecol e guaiacol, os quais sédo largamente utilizados em determinacdes de
atividade de lacases provenientes dos mais diversos tipos de fungos, como, por
exemplo, do Pycnoporus sanguineus (GARCIA, 2006), Pycnoporus coccineus
(JOUANI et al. 2005), Pycnoporus cinnabarinus (RECORD et al, 2002), Trichophyton
rubrun (JUNG et al, 2002) e Pleurotus ostreatus (ASSIS, 2015).

A avaliacdo da atividade enzimatica seguiu a metodologia descrita no item
3.4, utilizando ABTS (Sigma Aldrich), catecol (Sigma Aldrich) e guaiacol (Sigma
Aldrich) nas concentragbes de 1mmol.L?. As leituras foram realizadas nos
comprimentos de onda 420, 470 e 465nm, respectivamente (SZKLARZ et al., 1989).

Os valores de coeficientes de absortividade molar utilizados para calcular a
atividade enzimatica através da equacdo 1 foram de 36000 mol?l.L.cm? para o
ABTS, 26900 molt.L.cm? para o catecol e 26600 molt.L.cm? para o guaiacol
(SZKLARZ et al. 1989).

3.11 Teste com catalase

Para a realizacdo do teste de catalase seguiu-se 0 proposto por Mayer e
Staples (2002), em que incubou-se 10uL de extrato enzimético bruto e 50uL de
solucdo de catalase 5U (Sigma Aldrich) em 840uL de tampédo acetato de sodio
50mmol.L pH 5,0, durante 30 minutos. A seguir, adicionou-se a mistura 100uL de
siringaldazina 1,0 mmol.L"* e acompanhou-se a reacdo durante 5 minutos a 525nm,

para, posteriormente, determinar a atividade enzimatica residual.

3.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A andlise eletroforética ndo-desnaturante foi realizada para avaliar a producao
enzimatica durante nove dias de cultivo do fungo Pleurotus ostreatus em meio de
cultura utilizando o acai como material vegetal indutor.

O experimento foi realizado em um sistema de eletroforese Mini-Protean tetra
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cell em cuba vertical (Marca: Bio-Rad). Foram utilizados dois tipos de géis,
concentrador (7,5%) e de corrida (12%), cujas composicOes estdo descritas na

Tabela 1, conforme proposto por Golveia (2016).

Tabela 1: Quantidade de cada reagente utilizado no preparo dos géis eletroforéticos

suficiente para uma mini placa

Gel de corrida Quantidade (mL) Gel concentrador Quantidades (mL)
Agua MILIQ 0,95 Agua MILIQ 1,8
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 2,50 Tris-HCI 0,5M pH 6,8 0,75
Acrilamida 30% 2,40 Acrilamida 30% 0,4
SDS 10% 0,10 SDS 10% 0,03
APS 10% 0,045 APS 10% 0,015
TEMED 0,005 TEMED 0,003

Fonte: Golveia (2016)

Primeiramente, o gel de corrida foi adicionado em uma mini placa e, ap6s sua
polimerizacdo, adicionou-se o gel concentrador. Nos pocos formados no gel
concentrador, foram adicionados 5uL de extratos brutos produzidos do primeiro ao
nono dia de cultivo juntamente com 5uL de tampao da amostra, preparado como

descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Proporgao de reagentes para o preparo do Tampao da Amostra

Reagentes Quantidade
Agua MILIQ gsp 10mL
Tris — HCI/SDS 4x 7 mL
Glicerol 3mL
SDS 1g
B-mercaptoetanol 0,6mL
Azul de bromofenol 1,2mg

Fonte: Golveia (2016)

BN

A corrida foi realizada a temperatura ambiente, em corrente constante de
15mA, com voltagem inicial de 90V até que as amostras percorressem o gel
concentrador e, depois, de 120V até o final da corrida, como descrito por Garcia
(2016). Para a revelacdo, o gel de corrida foi colocado em tampfes acetato
50mmol.Lt, nos pH'’s 4, 5 e 6, por 15 minutos em cada tampé&o. A coloracéo do gel
foi feita com solucdo ABTS 0,5 mmol.L' em tampé&o acetato pH 5 (GONCALVES;
STEINER, 1996, modificado).
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3.13 Secagem do extrato enzimatico bruto em spray dryer

A secagem do extrato enzimatico bruto contendo lacase do fungo Pleurotus
ostreatus foi realizada em mini spray dryer com fluxo co-corrente (modelo LM-MSD
1.0 - LABMAQ® do Brasil LTDA), no Laboratério de Secagem e Armazenamento de
Produtos Vegetais da Universidade Estadual de Goias — Campus Anapolis.

As condicbes adotadas para secagem do extrato bruto foram similares as
propostas por Shiota (2014) e Silva (2010) durante otimizacdo do processo de
secagem de celulase e lipase, respectivamente, admitindo-se algumas modificacoes
para melhor adequacdo ao equipamento utilizado. Os parametros adotados podem

ser observados na Tabela 3.

Tabela 3: Condi¢gGes dos parametros para secagem do extrato bruto em spray dryer

Parametros Condicdes
Vazao de alimentacéo 0,3L/h
Vazao do ar de secagem 4,5 L/min
Presséo do ar de atomizagéo 4,5 Kgf/cm?3
Temperatura do ar de entrada 100°C
Temperatura do ar de saida 80°C

Fonte: Autora (2017)

O bico nebulizador, responsavel pela atomizacdo do liquido na entrada da
camara de secagem, foi o de duplo fluido de 1mm.

O teor de sélidos presentes no extrato bruto foi quantificado, em triplicata, em
uma balanca determinadora de umidade por infravermelho (Marte, modelo ID50), no
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Federal de
Goias. A partir do valor obtido para umidade presente em 1g de amostra, por
subtracéo, foi possivel calcular a porcentagem de teor de sélidos presente no extrato
enzimatico bruto (2,06%).

Foram adicionados adjuvantes para auxiliar no processo de secagem até que
o teor de sélidos na formulacdo atingisse 10%. Também foi feita a secagem do
extrato bruto sem a adi¢cdo de nenhum adjuvante.

Os adjuvantes escolhidos foram o Dioxido de Silicio Coloidal (Aerosil®),
Goma Arabia (Vetec) e Maltodextrina (Sigma Aldrich), pois foram usados por Silva
(2010) e Santos (2012) na secagem de lipases e peptidases, onde obteve-se
resultados satisfatérios. Cada um desses adjuvantes foi adicionado isoladamente ao
extrato bruto, conforme valores demonstrados na Tabela 4, de modo a se obter 50g
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de formulacdo (extrato mais adjuvante), observando a concentracdo de 10% de
sélidos totais. Devido ao baixo rendimento apresentado pelo extrato bruto sem
adicdo de adjuvante em testes preliminares, a quantidade de extrato para secagem
foi de 100g.

Tabela 4: Composicao das formulacdes de secagem

Componente Quantidade (9)
Extrato Bruto 45,92
Adjuvante 4,08

Fonte: Autora (2017)

Cada uma das misturas extrato/adjuvante ficou sob agitacdo, em agitador
magnético, durante 30 minutos antes de se iniciar o processo de secagem, de modo
que o adjuvante incorporasse as moléculas da enzima e a mistura ficasse
homogénea.

Aliguotas de 1mL de cada uma das formulacbes foram coletadas para
determinacao da atividade enzimatica do extrato bruto incorporado aos adjuvantes
antes do processo de secagem, de modo a verificar possiveis interferéncias destes
compostos no extrato bruto antes mesmo da secagem.

As formulacdes foram pesadas antes e apds a secagem para posterior
determinacdo do rendimento e, depois, 0os pdés obtidos foram armazenados em

frascos plasticos a temperatura ambiente.

3.14 Avaliacdo do rendimento e estabilidade do extrato bruto apés secagem

Foram realizadas 4 secagens, as quais continham 50g de formulacdo para
cada um dos adjuvantes e uma de 100g para o extrato bruto. O rendimento do
processo foi calculado através do percentual entre a massa total de p6 coletada e a
massa de solidos alimentada no equipamento (5g), da mesma forma que proposto

por Souza (2003) e apresentado na Equacao 2.

R=" 100
_Mlx

Onde:
R: é o rendimento, em porcentagem, do pé apds processo de secagem,

Mi: € a massa de sélidos totais presente na formulacéo antes da secagem;
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M2: é a massa do po obtida apos a secagem.

A avaliacdo da estabilidade da enzima foi realizada através da medida de
atividade enzimatica, conforme item 3.4, imediatamente ap0s a secagem, apos 15 e
30 dias de armazenamento a temperatura ambiente em recipiente plastico fechado.

Os pos obtidos foram diluidos em tampé&o acetato de sédio 50 mmol.L pH
5,0, até peso equivalente ao da formulacdo antes da secagem (50q), e a atividade
enziméatica foi determinada conforme procedimento descrito no item 4.4.

Também foi avaliado a umidade dos pos imediatamente apds a secagem,
depois de 15 e 30 dias, em balanca determinadora de umidade por infravermelho
(Marte, modelo ID50).

3.15 Biorremediacdo do antibiético oxitetraciclina

A biorremediacdo do antibiético oxitetraciclina seguiu a metologia proposta
por Golveia (2016), com algumas modificagdes. Para os ensaios, foi preparada uma
solugcdo contendo o antibidtico oxitetraciclina (Sigma Aldrich) a concentragdo de
20mg.Lt. Um volume de extrato enzimatico bruto liquido induzido com residuos de
acai, correspondente a 200U de atividade enzimatica, foi adicionado em um
erlenmeyer contendo 10mL de tampao acetato de sédio 50mM pH 5,0 e 10mL da
solucédo de oxitetraciclina 20mg.L* (correspondendo a uma concentracéo final de 10
mg.L? de oxitetraciclina na mistura reacional). Apdés os erlenmeyers serem
preparados os frascos foram cobertos com papel aluminio devido a fotoinstabilidade
do antibidtico e colocados sob agitacdo a 150 RPM e 25°C durante 24 horas. A
Figura 9 apresenta os erlenmeyers preparados para biorremediacao.

Figura 9: Erlenmeyers preparados para biorremediacéo

Fonte: Autora (2017)
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Durante a biorremediacao, as solucdes foram amostradas, em triplicata, em 9
momentos: no tempo 0 e apés 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas de reacdo. Com o
intuito de parar a atuacédo da enzima, adicionou-se 200uL de NaOH 1mol.L? ao final
de cada tempo em 3 erlenmeyers. ApOs a interrup¢cdo da reacao, foram retiradas
aliquotas de 5mL em cada um dos erlenmeyers para posterior analise de remocéao
do antibidtico.

Além das solugbes para biorremediacdo, foi preparado um controle nas
mesmas condi¢cdes das outras solucbes, porém, o extrato enzimatico bruto foi
submetido a aquecimento até o inicio da fervura do caldo, aproximadamente 30
segundos, no aparelho micro-ondas, com o intuito de inativar a enzima. Também foi
feito um controle sem a adicdo da enzima. Foram coletadas amostras dos controles
apenas 24 horas ap06s o inicio da reacao.

O procedimento de biorremediacao foi repetido utilizando-se a enzima seca
em spray dryer, nas mesmas condicdes acima descritas, de modo a verificar
possiveis interferéncias na degradacdo do antibidtico pelos adjuvantes usados na
secagem da enzima. Para tanto, a enzima seca foi diluida em tampao acetato de
sédio 50mM pH 5 até que a massa da solucao atingisse 50g (massa da formulacéo
antes da secagem). A atividade da enzima diluida foi calculada e, entdo, um volume
correspondente a 200U de atividade enziméatica foi adicionado a 10mL de tampé&o

acetato de s6dio 50mM pH 5,0 e 10mL da solugéo de oxitetraciclina 20mg.L™.

3.16 Quantificacdo da remocao de Oxitetraciclina

As andlises quantitativas de degradacédo do antibiético foram realizadas em
equipamento de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia — CLAE (LC-20A;
Shimadzu; Série Prominence), com detector Ultravioleta/Visivel (UV/Vis), em
Photodiode Array Detector — PDA (SPD-M20A), no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Toxico-Farmacologicas (NEPET) da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Goias, seguindo a metodologia proposta por Kaale et al. (2008)
alterando-se o tipo da coluna e o tampao utilizado durante a corrida cromatografica,

nas condi¢des expostas na Tabela 5.
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Tabela 5: Condi¢cbes adotadas para quantificacéo de oxitetraciclina em CLAE

Parametro Condicdes
Coluna C-18, 250 x 4,6 mm
Comprimento de onda 350 nm para Oxitetracilina em PDA
Fase movel Tampao fosfato (pH = 2,5): Acetonitrila (75:25)
Fluxo 1mL.min?
Temperatura 30 °C
Volume de injegéo 20pL

Fonte: Kaale et al. (2008) com adaptacdes

Para a validacdo do método foi realizado teste de linearidade e, para tanto, foi
construida uma curva padrédo utilizando-se solucdes de oxitetraciclina padrdo
analitico (Sigma Aldrich) nas concentra¢bes de 0,1, 0,5, 1,25, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e
15,0 mg.L%, a partir da qual foi possivel testar a linearidade do método através do
coeficiente de correlacao. Realizou-se também testes de precisdo e exatiddo, com o
intuito de legitimar as adaptacfes ao método proposto por Kaale et al (2008). No
teste de precisao, foram feitas 6 leituras de amostras com concentracédo de trabalho
(CT) 10mg.Lt e no teste de exatiddo foram feitas triplicatas de amostras com
controle de qualidade alto (CQA) apresentando concentracdo de 12mg.L%, controle
de qualidade médio (CQM) 5mg.L? e controle de qualidade baixo (CQB) 0,3mg.L™.

A porcentagem de remocao da oxitetraciclina foi avaliada apés 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12 e 24 horas de reacao, tendo como base a concentracdo do antibiético no

controle contendo o extrato enzimatico fervido, conforme Equacéo 3:
(Tx100)
r- oo (£

Onde:
R= % de remocao do antibidtico;
C= Concentracéo do antibiético no controle contendo enzima inativa, em mg.L™;

T= Concentracédo do antibiético apés o tratamento, em mg.L™.

3.17 Anélise estatistica

Os graficos foram construidos no Software Origin versdao 8.0. Para
comparacdo dos grupos realizou-se andlises de variancia aplicando-se os testes
ANOVA e Tukey, no programa Bioestat verséo 5.0, ao nivel de significancia de 95%.
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Neste trabalho, testou-se a capacidade de induzir a producédo enziméatica dos

residuos de acerola, acai, bagaco de cana, cacau, coco, cupuacu, milho e palha de

guariroba. Além disso, meios de cultura contendo indutores sintéticos (xilidina e

cobre) e meio sem nenhum tipo de indutor, foram cultivados. Os meios de cultivo

foram observados durante 9 dias, sendo que a cada 24 horas realizaram-se analises

de atividade enzimatica, acUcares redutores e proteinas totais. Os resultados obtidos

podem ser observados nas Figuras de 10 a 19.

Figura 10: A) Atividade enzimética durante 9 dias de cultivo do fungo com indutores

xilidina e sulfato de cobre (controle positivo). B) Aclcares redutores e proteinas
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Figura 11: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo sem adicao de

indutores ao meio (controle negativo). B) Acucares redutores e proteinas totais
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Figura 12: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com

residuos de acerola. B) Aclcares redutores e proteinas totais presentes no caldo
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Figura 13: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com

Atz ada 10ml )

residuos de acai. B) Acucares redutores e proteinas totais presentes no caldo
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Figura 14: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com

residuos de bagaco de cana. B) AcUcares redutores e proteinas totais presentes no
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Figura 15: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com

Alividade (U.mL")

residuos de cacau. B) Acucares redutores e proteinas totais presentes no caldo
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Figura 16: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com

Alividade U.mL ")

residuos de coco. B) Acucares redutores e proteinas totais presentes no caldo
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Figura 17: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com
residuos de cupuacu. B) Acucares redutores e proteinas totais presentes no caldo

durante 9 dias de cultivo.
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Figura 18: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com
residuos de milho. B) Acucares redutores e proteinas totais presentes no caldo

durante 9 dias de cultivo.
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Figura 19: A) Atividade enzimatica durante 9 dias de cultivo do fungo induzido com
residuos de palha de guariroba. B) Aclcares redutores e proteinas totais presentes

no caldo durante 9 dias de cultivo.
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A partir dos dados obtidos nas andlises e como pode ser observado nos
graficos acima, todos os meios de cultura que continham residuos vegetais
apresentaram producdo de lacase superior aos controles positivo (xilidina e cobre) e
negativo (sem indutores). Resultados semelhantes foram observados nos trabalhos
de Marco (2014) e Golveia (2016), que também adicionaram 1% de diversos
materiais vegetais aos meios de cultivos contendo Aspergillus foetidus e Picnoporus
sanguineus, respectivamente, e obtiveram aumento na producdo enzimatica quando
comparados com meios de cultivos contendo indutores sintéticos ou sem adi¢éo de
indutores.

A utilizacdo de material vegetal como indutor em cultivos de fungos de
decomposicdo branca, tem proporcionado um aumento na producdo enzimatica
quando comparados a cultivos sem nenhum tipo de inducdo ou com adicdo de
indutores sintéticos como xilidina e sulfato de cobre (GOLVEIA, 2016). Estes fungos
sdo conhecidos por degradarem moléculas de lignina através da producdo de
enzimas lignoliticas, como a lacase e um grupo de peroxidases. Dessa forma, o
aumento da producdo enzimética em meios contendo residuos vegetais pode ser
justificada pelo fato destes materiais serem ricos em fibras lignocelulésicas,
induzindo o fungo a produzir enzimas para quebrarem as moléculas de lignina
(ALEXANDRINO et al., 2007).

Couto et al. (2006) utilizaram residuos lignocelulésicos de semente de uva

para producao de lacase do fungo T. hirsuta, e observaram que no meio de cultura
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contendo esse residuo houve producdo enzimatica trés vezes superior a0 meio
contendo outros tipos de indutores. Lorenzo et al. (2002) adicionaram semente e
talos de uva e farelo de cevada as culturas submersas de T. versicolor, e obtiveram
um aumento na producdo enzimatica de aproximadamente dez vezes em relagéo as
culturas que nao tinham residuos. Morais et al. (2005) analisaram aumento na
producdo de enzimas do fungo P. ostreatus ao se adicionar residuos agroindustriais
de tomate, batata e pimenta aos meios de cultura.

O Brasil € um dos maiores paises produtores agricolas, 0 que o0 torna
responsavel pela geracdo de grandes quantidades de residuos que podem causar
problemas ambientais (FONSECA-MALDONADO, 2014; MARCO, 2014). Assim,
além de aumentar a producdo de enzimas, a utilizacdo desses residuos, que ora
seriam descartados, torna-se uma alternativa sustentavel e promissora para agregar
valor este tipo de materiais.

O pico de producédo da lacase se deu entre 0 5° e o0 8° dia de cultivo, com
valores de atividade enzimatica entre 476,92 U.mL! e 3184,62 U.mLt. Em diversos
estudos utilizando cepas de Pleurotus ostreatus para producao de lacase, o pico de
producao se deu nos mais variados dias, evidenciando que as condi¢cOes de cultivo,
do meio de cultura, do tipo de indutor e até a linhagem da cepa podem interferir na
producdo enzimatica. Silva et al. (2012), por exemplo, obtiveram atividade
enzimatica de 22,5 U.mL? no 12° dia de cultivo em meio extrato de levedura
suplementado com casca de café. J& Zhu, Bao e Huang (2016), utilizaram caldo de
batata dextrose acrescido de 1% de extrato de levedura, sendo o pico de producéo
no 5° dia de cultivo. A partir dai, os autores adicionaram 2 mmol.L de cobre ao meio
e, no 10° dia, a atividade de lacase observada foi de 2575 U.mL1. Edae (2016), por
sua vez, cultivou colénias de Pleurotus ostreatus obtidas em folhas de eucalipto em
meio de cultura agar batata dextrose, contendo palha de feijao, e obteve atividade
de 0,1284 U.mL* no 10° dia de cultivo.

O tipo e a concentracao das fontes de carbono e nitrogénio no meio de cultura
também podem afetar a producao de lacase. Bollag e Leonowicz (1984), observaram
gue varias culturas de basidiomicetos que foram cultivados em meio liquido rico em
acucar diminuiram a capacidade de producdo dessa enzima. Eggert et al. (1996),
reportaram que 0 uso de concentracdes excessivas de glicose como fonte de
carbono em meios de cultura contendo cepas que produzem lacase, causou um
efeito inibitério na producédo desta enzima. Bettin et al. (2009) também mostraram
gue os maiores valores de producédo de lacase foram obtidos em meios de cultura

contendo baixas concentracdes de fontes de carbono. Esses dados corroboram com
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o que foi encontrado neste estudo, uma vez que a producdo enzimatica aumentou a
medida que a concentracdo de aglcar ho meio comecou a diminuir, como pode ser
observado nas Figuras 10 a 19.

Os graficos também evidenciam que a concentracdo de acucar nos meios
contendo residuos, aumentou nos primeiros dias de cultivo para, depois, decrescer.
Esse aumento em relacdo a concentragao inicial pode ser explicado pelo fato de os
residuos conterem alguns tipos de acUcares redutores, que podem ter sido liberados
no decorrer da producdo enzimatica, haja vista que nos meios de cultura controles
(positivo e negativo) ndo foram observados aumentos nas concentracfes de
acucares. Putrino (2016), avaliou a quantidade de acgUcares redutores nas fibras do
coco verde in natura ap6s contato com enzimas e obteve uma concentracdo de
532,27umol de glicose/g de fibra de coco. Santos et al. (2014) caracterizaram a
biomassa de sabugo de milho in natura antes de qualquer tratamento e obtiveram
17,88% de acucares redutores. Neves et al. (2015) encontraram valores de 1,72mg
de glicose/100 g de polpa de acai e Santos et al. (2008) encontraram valores entre
0,50 e 26,65mg de glicose/100g de polpa, em polpas comerciais do mesmo fruto.

Os meios de cultura utilizados neste trabalho ndo foram suplementados com
nenhuma fonte de nitrogénio, razdo pela qual verificam-se concentracdes de
proteinas proximas a zero no inicio do cultivo. Nota-se que um aumento na
concentragcdo de proteinas foi acompanhado de aumento na atividade enzimética,
em todos os meios analisados. No entanto, o teor proteico encontrado também pode
estar relacionado ao residuo e ndo apenas a excrecdo da enzima, pois, estes
residuos apresentam teor de proteinas, como foi observado por Golveia (2016), que
encontrou 0,7dag/kg de residuo de palha de guariroba, 2,90dag/kg de residuo de
cupuacu, 2,57dag/kg de residuo de cacau e 0,69dag/kg de residuo de acai. Santos
(2016), observou um teor de nitrogénio de 5,66% em bagaco de cana e Satiro
(2012), encontrou um teor de 2,38g/kg de casca de coco verde.

O residuo que apresentou maior capacidade de inducdo enzimatica foi o de
acai, atingindo 3184,62 U.mL™* de atividade enzimatica no 7° dia de cultivo, valor 14
vezes superior ao controle positivo (224,6154 U.mL') e 103 vezes superior ao
controle negativo (30,7692U.mL?). O residuo de cacau foi o segundo melhor indutor,
apresentando atividade de 1615,39 U.mL! no 7° dia de cultivo, seguido pelo residuo
de guariroba com 1440 U.mL* no 7° dia de cultivo, coco com 1369,23 U.mL™* no 6°
dia de cultivo, milho com 1012,31 U.mL* no 8° dia de cultivo, bagago de cana com
atividade de 700 U.mL! no 5° dia de cultivo, cupuagu com 630,77 U.mL™ no 5° dia

de cultivo e acerola com 476,92 U.mL1 no 6° dia de cultivo. Os niveis de atividade
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de lacase alcancados demonstram a capacidade de indugdo de alguns materiais
vegetais, uma vez que o meio de cultura ndo foi enriquecido com nutrientes ou
indutores sintéticos. A Figura 20 mostra os valores de atividade para todos os

residuos testados em comparagdo com o0s controles positivo e negativo.

Figura 20: Atividade enziméatica no dia de pico de producdo, para os extratos brutos
induzidos com acai (Aca), cacau (Cac), palha de guariroba (Gua), coco (Coc), milho
(Mil), bagaco de cana (Can), cupuacu (Cup), acerola (Ace), controle positivo (CP) e
controle negativo (CN). As barras que apresentam as mesmas letras, nao

apresentam diferencas significativas na producdo enzimatica.
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Fonte: Autora (2017)

Aplicando-se o teste estatistico ANOVA nos dados de atividade foi possivel
perceber que existe diferenca significativa (p<0,05) na producdo enzimatica
dependendo do tipo de residuo utilizado. Entdo, aplicou-se o teste Tukey (p<0,05)
para verificar quais os residuos apresentavam diferenca e quais eram iguais entre si.
Assim, a analise estatistica demonstrou que os residuos de acerola e cupuacu e
cana e cupuacgu, sao iguais entre si e diferentes dos demais, assim como coco e
guariroba, que também ndo apresentaram diferenca significativa na inducdo da
enzima lacase, quando comparados no dia de pico de producédo. Todos os outros

residuos apresentaram diferenca entre as variancias das atividades.
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4.2 Determinacao da temperatura e pH 6timos

Apos a andlise de producdo da enzima, o extrato enzimatico bruto induzido
com residuo de acai, devido aos valores de atividade enzimética obtidos, foi
selecionado para prosseguir com os testes de caracterizacao da enzima.

A determinacdo da temperatura e pH 6timos de uma enzima sao etapas
indispensaveis na sua caracterizacao, pois, a atividade enzimatica esta diretamente
relacionada com as condi¢cdes do meio, principalmente do pH e da temperatura.
Assim, para aplicacGes biotecnoldgicas, torna-se imprescindivel o conhecimento das
caracteristicas bioquimicas da enzima. Segundo Faria (2010), enzimas que mantém
atividade em temperaturas elevadas e ampla faixa de pH sédo ideais para aplicacéo
em processos industriais dos mais variados ramos.

Torres (2001) afirma que a temperatura pode influenciar na cinética
enzimatica através do aumento da taxa de reacdo, em decorréncia do aumento de
energia cinética das moléculas ou pode interferir nas interacdes que mantém a
estrutura terciaria (pontes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas) podendo levar a
desnaturacdao proteica. O mesmo autor relata que o pH também influencia na
atividade das enzimas, pois aumentar ou diminuir a concentracdo de ions de
hidrogénio em uma solucdo em torno da mesma pode alterar sua estrutura,
causando modificagBes no sitio ativo da enzima. Valores de pH elevados ou baixos
geralmente resultam em grande perda de atividade ou desnaturacdo para a maioria
das enzimas (GOMES et al., 2007).

Para verificacdo do pH e temperatura 6timos para a enzima produzida pelo
fungo Pleurotus ostretus induzida com residuos de acai, determinou-se a atividade
enzimatica do extrato bruto variando-se a temperatura entre 25 e 80°C e o pH entre

3 e 8. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 21.
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Figura 21: Atividade enzimatica para o extrato bruto induzido com residuo de acai,

em seu sétimo dia de cultivo, variando-se pH e temperatura
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Fonte: Autora (2017)

A analise do gréfico mostra que os maiores valores de atividade enzimatica
foram obtidos a 30°C em pH 5 (3869,7 U.mL?) e, portanto, essas condi¢des sdo
Otimas para atuacdo da enzima. Também se observa que a medida que a
temperatura vai aumentando, a atividade vai diminuindo significativamente, uma vez
que, em pH 5, todas temperaturas apresentaram diferencas estatisticas com a
temperatura de 30°, segundo teste Tukey (p<0,05).

Apesar de o pH 6 apresentar pico de atividade (3315,86 U.mL* a 30°C)
menor e significativamente diferente do pH 5, nota-se que a enzima em pH 6
mantém sua atividade elevada em temperaturas maiores, como acontece em 50 e
60°C superando os valores encontrados em pH 5. Os pH’s 3, 4 e 8 apresentaram
baixa atividade em todas as temperaturas analisadas, ao mesmo tempo que as
temperaturas 70 e 80°C diminuiram a acdo da enzima em todos os pH'’s testados.
Isso demonstra que pH’s e temperaturas extremas ocasionam perda de atividade
enzimatica.

El-Batal et al. (2015), caracterizaram lacase do Pleurotus ostreatus produzida
em meio extrato de malte com adicdo de farelo de trigo, e encontraram maior
atividade enziméatica a 40°C e pH 5, resultados proximos aos que foram encontrados
nesta pesquisa. Os autores ainda verificaram que o pH 6 manteve 90% da atividade
encontrada para o pH 5 e que, antes e além desses valores de pH, ocorreram
diminuicdes significativas. Resultado semelhante foi encontrado por Hublik e

Schinner (2000), em que as maiores taxas de oxidacdo para lacase deste mesmo
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fungo foram a 50°C e pH 5,8. Santos et al. (2015) encontraram valores otimizados
de atividade em pH 5,5 a temperatura de 55°C, para lacase induzida com casca de
arroz.

Freixo, Karmali e Arteiro (2012) testaram substratos diferentes para
determinacao de atividade da lacase do Pleurotus ostreatus, e obtiveram valores de
pH e temperatura 6timos na faixa de 4,5 e 45°C, respectivamente. A lacase deste
fungo caracterizada por Tlecuitl-Beristain (2008) mostrou atividade ideal também a
pH 4,5 e temperatura entre 45 e 55°C. Ao mesmo tempo que Palmiere et al (1997)
encontraram pH 6timo de 6,5 e temperatura variando entre 25 e 35°C. Tinoco et al.
(2001) descobriram que varias estirpes de P. ostreatus apresentam maior atividade
de lacase entre 30 e 40°C com pH em torno de 5, semelhante aos valores
encontrados neste trabalho.

Segundo Giardina et al. (1999) as lacases sao segregadas em muitas
isoformas, dependendo das espécies do fungo, estagios de desenvolvimento e
condi¢bes de cultivo. Corroborando com essa afirmacéo, Baldrian (2006) relatou que
lacases de fungos de podriddo branca apresentam uma gama de pesos
moleculares, evidenciando a existéncia de diversas isoformas dessa enzima. Isso
explica o fato de enzimas produzidas pela mesma espécie de fungo, apresentarem
caracteristicas diferentes, tais como o pH e temperatura 6timos. Autores com uma
vasta pesquisa sobre isoformas de lacase produzida pelo fungo Pleurotus ostreatus
descrevem uma faixa de pH 6timo variando entre 4,5 a 6,5, e temperatura entre 25 a
60°C (BALDRIAN, 2006; GIARDINA et al.,, 1999; PALMIERE et al., 1993, 1997,
2003; SANNIA et al., 1986). Os valores obtidos neste trabalho estdo dentro dos
parametros encontrados para isoformas de lacase desse fungo.

4.3 Estabilidade da enzima em diferentes pH's e temperaturas

A partir dos resultados obtidos ao se analisar pH e temperatura 6timos,
verificou-se que a isoforma de lacase produzida pelo Pleurotus ostreatus induzido
com residuos de acai, apresentou boa atividade nos pH's 5 6 e 7 e nas
temperaturas entre 25 e 60°C. Dessa forma, testou-se a estabilidade da enzima em
cada um destes pH’s e temperatura durante 24 horas. As Figuras entre 22 e 26
mostram a atividade residual para a enzima em cada uma das situacOes
supracitadas.

A analise da Figura 22, mostra que a enzima se manteve mais estavel a 25°C

quando o tampao utilizado tinha pH 6 e, apds 24h, ainda manteve 69% da atividade
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inicial enquanto o pH 5 manteve 35% e o pH 7 31%. Apesar da enzima em pH 5
apresentar a maior atividade enzimatica absoluta no tempo zero, este pH nao foi
capaz de manter a atividade no decorrer do tempo, fazendo com que a enzima
perdesse 30% de sua capacidade de oxidar o substrato jA na primeira hora da
analise. A enzima em pH 7 apresentava a menor atividade enzimatica absoluta entre
os 3 pH’s testados e, similarmente ao pH 5, ja havia perdido quase 30% de sua

capacidade na primeira hora

Figura 22: Atividade residual do extrato bruto a 25°C e nos pH’s 5, 6 e 7, durante 24

horas de incubacéo.
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Ao verificar a estabilidade da enzima a 30°C (Figura 23) observa-se que em
pH 5 houve perda de atividade mais rapida e acentuada do que a 25°C, pois na
terceira hora a atividade residual era de apenas 4%. Apesar disso, neste pH e
temperatura foi onde se encontrou os maiores valores de atividade enzimética
absoluta no tempo zero. Em pH 6 a atividade residual apds 24h era de 27%,
enquanto que em pH 7 era de 10%. Vale ressaltar que os valores de atividade
absoluta em pH 6 superaram os valores em pH 5 apés decorrer a primeira hora do

experimento.
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Figura 23: Atividade residual do extrato bruto a 30° e nos pH’s 5, 6 e 7, durante 24
horas de incubacéo.
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O grafico da Figura 24, evidencia que o pH 7 foi o que manteve maior
atividade residual, 36% apdés 25 e 30°C. O pH 6 manteve a enzima mais estavel que
o pH 5 durante as 6 primeiras horas e, além disso, os valores de atividade absoluta
foram maiores para este pH a partir da primeira hora.

Figura 24: Atividade residual do extrato bruto a 40° e nos pH’s 5, 6 e 7, durante 24
horas de incubacéo.
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A 50°C (Figura 25) pH 7 manteve atividade residual de 97% na primeira hora,
enquanto que em pH 6 manteve 62% e em pH 5 41%. A partir da segunda hora a

atividade nos 3 pH’s ficou entre 10 e 20%, sendo que em 24h a atividade residual
era praticamente zero.

Figura 25: Atividade residual do extrato bruto a 50° e nos pH’s 5, 6 e 7, durante 24

horas de incubacéo.
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Na Figura 26 nota-se que os resultados obtidos a 60°C foram semelhantes
aos encontrados para a temperatura de 50°C, uma vez que ja na primeira hora, a
atividade residual estava abaixo de 40% para todos os pH’s e, em 24h, bem préxima
de zero.
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Figura 26: Atividade residual do extrato bruto a 60° e nos pH’s 5, 6 e 7, durante 24
horas de incubacéo.
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Ao se analisar os graficos e os dados (apéndice A) de atividade residual das
temperaturas nos 3 pH’s, nota-se que, a temperatura na qual os extratos brutos
conseguiram manter maior atividade residual foi a 25°C. Ainda € possivel observar
que, em pH 5, a enzima obteve melhores resultados de atividade absoluta quando o
tempo de contato do extrato bruto com o tamp&o era minimo (tempo zero). O pH 6
foi capaz de manter a atividade da enzima acima de 50% apds 24h a 25°C e os
valores de atividade absoluta a partir da primeira hora foram superiores aos
encontrados para o pH 5. O pH 7 foi capaz de manter atividade residual maior do
qgue o pH 5, porém, com valores de atividade absoluta inferior.

Palmieri et al. (1997) encontraram uma isoforma de lacase desse fungo
denominada de POXA2, na qual a temperatura de atuacao esta entre 25 e 35°C. A
estabilidade desta enzima foi investigada a 60°C e pH 7, e 0s autores determinaram
meia vida de atividade enzimatica em apenas 10 minutos, resultados bastante
semelhantes aos encontrados neste trabalho, onde, nas mesmas condicées, apos
1h, a atividade residual estava em torno de 40%. Similarmente, lacase produzida
pela subespécie Pleurotus sajor-caju, também apresentou caracteristicas préximas
as encontradas para o Pleurotus ostreatus, em que a maior estabilidade se deu a

temperatura aproximada de 20°C e em pH 5 (RASERA, 2006). J4 a lacase purificada
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de P. ostreatus encontrada por El-Batal et al. (2015) exibiu maior estabilidade a 40°C
e pH 5, sendo que a 60°C a atividade diminuiu acentuadamente.

O fato de algumas enzimas, entre elas a do P. ostreatus, ndo manterem sua
atividade em temperaturas mais elevadas, pode ser explicada devido a necessidade
de que a estrutura terciaria seja mantida, principalmente, por varias ligacbes néo
covalentes (pontes de hidrogénio, ligacdes dissulfeto e interacfes hidrofobicas). A
estrutura de uma proteina é alterada quando sua molécula absorve muita energia,
fazendo com que a conformacdo terciaria se rompa e inicie o processo de
desnaturacdo da enzima (GOMES et al., 2006). Contudo, algumas lacases
produzidas por outras espécies de fungos, conseguem manter a atividade em
temperaturas mais elevadas, como por exemplo do Picnoporus sanguineus que
apresentou estabilidade a 50°C e pH 5, e Trametes versicolor com estabilidade a
50°C e pH 4,5 por mais de 200h (GOLVEIA, 2016; RANCANO et al., 2003).
Ramirez-Cavazos et al. (2014) sugerem que esta termoestabilidade pode ser devida
a configuracdo 3D de algumas dessas proteinas ou que algumas impurezas
presentes no sobrenadante possam proteger os sitios ativos, ja que estas enzimas

nao foram purificadas.
4.4 Atividade utilizando diferentes substratos

Foi avaliada a capacidade da lacase, produzida pelo P. ostreatus e induzida
com residuos de acai, de oxidar os substratos siringaldazina, ABTS, guaiacol e
catecol. Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente e em pH 5, os

resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6: Atividade enzimatica do extrato bruto frente a diferentes substratos

Andlise ABTS Catecol Guaiacol Siringaldazina
1 946,15 0 26,15 3184,51
2 1089,23 0 15,38 2738,46
3 1195,38 0 20,00 3323,07
Média 1076,92 0 20,51 3082,01
Desvio-Padrao 125,07 0 5,40 305,49

Fonte: Autora (2017)

O substrato que sofreu oxidagdo em maior extensao foi a siringaldazina,
seguida de ABTS, guaiacol e catecol. A avaliacdo da atividade enzimatica frente a

diferentes substratos é pertinente, uma vez que, as lacases fuangicas sao conhecidas
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por sua capacidade de atuar em uma gama de substratos, indo de encontro as
caracteristicas de outras enzimas que possuem grande especificidade a um certo
tipo de substrato (THURSTON, 1994). Neste sentido, a lacase produzida neste
trabalho foi capaz de oxidar trés dos quatro substratos testados, uma vez que para o
catecol nao foi detectado atividade.

Um fator importante que pode influenciar diretamente no aumento ou
diminuicdo da capacidade da enzima em oxidar um certo tipo de substrato é o pH,
isso porque a diferenca de potencial redox entre o substrato de reducdo e o cobre
tipo 1 da lacase influencia na taxa de transferéncia de elétrons e, além disso , a
concentracdo de anion hidréxido que se liga com os cobres tipo 2 e 3 pode inibir a
atividade da lacase, sendo assim, certas faixas de pH podem favorecer a atuacao da
enzima frente a um substrato especifico (XU, 1997). Isso explica o fato de alguns
autores encontrarem valores menores ou maiores para 0s mesmos substratos e para
enzimas do mesmo fungo.

Giardina et al. (1999) puficaram uma isoforma de lacase produzida pelo P.
ostreatus e testaram sua capacidade de oxidagcdo dos substratos ABTS,
siringaldazina e DMP (Dimetoxifenol). Os autores encontraram que esta isoforma
possuia maior especificidade ao ABTS em pH 3, seguido da siringaldazina em pH 6
e, depois, DMP em pH 4 e 5. A enzima, desta mesma espécie de fungo, purificada
por Okamoto et al. (2000), foi capaz de oxidar substratos tipicos de lacase, sendo
que, em pH 6,5, a siringaldazina apresentou maior oxidacdo, seguida de ABTS e
guaiacol. Pozdnyakova et al. (2004) encontraram maior especificidade da lacase
para o substrato siringaldazina em pH 7, seguida de ABTS em pH 4,5, DMP em pH
5,5 e catecol em pH 6,5. Os resultados encontrados neste trabalho ficaram préximos
aos encontrados por autores citados, uma vez que siringaldazina e ABTS também
foram os substratos que melhor sofreram oxidacdo nas pesquisas analisadas. No
entanto, cabe destacar que a oxidacdo de um substrato especifico € diretamente
influenciada pela variacdo do pH e a isoforma da lacase produzida pelo fungo, ou
seja, € possivel que a alteracao dessas duas variaveis impacte de formas diferentes

nos resultados.
4.5 Ensaio com catalase
As fenoloxidases (lacase) e peroxidases (lignina e manganés) sao classes de

enzimas lignoliticas mais frequentemente produzidas por diversos tipos de cepas de
fungos (THURSTON, 1994; LEONOWICZ et al.,, 2001). O mecanismo de agao
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catalitica da lacase se da através da oxidacdo do substrato ao mesmo tempo em
gue ha reducdo de oxigénio molecular a agua (RIVA, 2006). J& o mecanismo de
atuacao das peroxidades envolve uma etapa de oxidacdo de Fe (lll) a Fe (IV),
através da formacao de um composto intermediario, pela acdo de H202, que é um
aceptor natural de elétrons e age como substrato da reacdo, de modo que, a
auséncia de peroxido de hidrogénio no meio impossibilita a atuacdo das enzimas
peroxidases (WONG, 2009).

A catalase é uma peroxidase que é encontrada na maioria dos organismos
vivos e, assim como as outras enzimas da sua classe, seu mecanismo de atuagao
envolve a decomposicdo de H202 em H20 e Oz (JIA et al., 2017). Dessa forma, com
o0 intuito de eliminar qualquer interferéncia de peroxidases lignoliticas, incubou-se o
extrato bruto com catalase por 30 minutos, de modo a promover a retirada de H20:2
do meio reacional. Assim, toda a atividade detectada no extrato apos a incubacéo,
seria devida a oxidacdo do substrato siringaldazina pela enzima lacase. Os
resultados de atividade na presenca e na auséncia de catalase podem ser
observados na Figura 27.

Figura 27: Atividade do extrato bruto induzido com agai na presenca e na auséncia

de catalase
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A andlise do grafico mostra que a atividade detectada no extrato bruto com
adicdo de catalase foi menor do que a atividade detectada no extrato bruto sem
catalase e, segundo o teste Tukey (p<0,01), essa diferenca é significativa. Assim,

pode-se influir que além de lacase, o fungo P. ostreatus produziu outras enzimas
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lignoliticas, uma vez que ao retirar o peroxido de hidrogénio do meio, a atividade
enzimatica reduziu em torno de 10%. Embora existam peroxidades no caldo e a
reducdo tenha sido significativa, a quantidade de lacase é majoritaria e os valores
encontrados para atividade enzimatica absoluta do extrato bruto viabiliza a utilizacdo

desta enzima sem a necessidade do processo oneroso de purificagéo.
4.6 Eletroforese

Eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada para que as bandas de
atividade de lacase in sito fossem visualizadas. Na Figura 28 € possivel observar a
cinética de producdo enziméatica através da intensidade das bandas formadas em

cada um dos dias de producéo de lacase.

Figura 28: Gel de eletroforese em condi¢cdes ndo-desnaturantes do extrato

enzimatico bruto, do 1° ao 9° de cultivo, induzido com residuo de acai.

Fonte: Autora (2017)

A coloragdo adquirida pelas bandas de atividade da enzima é devido a
oxidacdo do substrato utilizado para revelacdo do gel, o ABTS. Nota-se que nos
pocos referentes ao 1°, 2° e 3° dia de cultivo ndo houve formacdo de bandas de
atividade, isso porque, no inicio do cultivo, a producdo enziméatica foi baixa. No 4°
dia aparece uma banda de baixa intensidade e no 5° dia ela comeca a se
intensificar, indicativo de que a producdo comeca a aumentar. No 6° e,
principalmente, no 7° dia de cultivo a banda assume uma coloracdo forte,
corroborando com o resultado de pico de produgdo enzimatica mostrado no grafico
apresentado na Figura 13. No 8° dia a banda ainda é intensa, porém menos que no
7° dia e, no 9° dia, a coloracdo se enfraquece indicando diminuicdo na concentracéo
de lacase no meio de cultivo.
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Nos pocos do 5° e 6° dia € possivel observar (Figura 29) uma leve separacdo
nas bandas de atividade, essa separacdo pode ser devido a formagdo de uma
banda secundaria, indicativo da existéncia de isoformas de lacase. Como ja citado
anteriormente, o fungo P. ostreatus produz variagfes da enzima lacase, que diferem
guanto a pH 6timo, temperatura 6tima, especificidade por um certo tipo de substrato
e massa molecular. Isoformas que possuem maior massa molecular ficam retidas
mais facilmente no gel de poliacrilamida e as com menor massa molecular descem
com mais facilidade pelo gel. Assim, quando ha mais de uma isoforma da enzima na
amostra, tende a surgir mais de uma banda de atividade. Entretanto, vale ressaltar
gue a enzima submetida a eletroforese ndo estava purificada e que a formacéo
destas bandas também pode ser devido a interferéncias de outras enzimas, como
por exemplo, alguma peroxidase. Dessa forma, estudos complementares mais

especificos devem ser realizados para confirmagéo deste dado.

Figura 29: Gel de eletroforese em condi¢des ndo-desnaturantes do extrato
enzimatico bruto no 5° e 6° dia de cultivo. Os nimeros 1 e 2 indicam possivel

formacgéo de bandas

Fonte: Autora (2017)

4.7 Rendimento e estabilidade do extrato bruto induzido com residuo de acai

no processo de secagem em spray dryer

A secagem pode simplesmente ser definida como a perda de solvente, que
geralmente é 4gua. No caso de secagem por pulverizagéo, spray drying, as goticulas
se transformam em pds sob controle de parametros de secagem, entre eles
temperatura do ar de entrada, volume de injecdo, concentracdo de solidos totais e

outros. As enzimas sdo frageis moléculas e podem ser facilmente desnaturadas
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devido a exposicdo a altas temperaturas de secagem. Assim, para que estes
compostos mantenham sua estrutura nativa, € preciso controlar estes parametros,
que variam conforme as caracteristicas das enzimas, e proteger suas moléculas
através da adicao de adjuvantes (NAMALDI; CALIC; ULUDAG, 2006).

4.7.1 Rendimento

No processo de secagem, a analise de sélidos totais presentes nas amostras
€ uma variavel de suma importancia. Uma vez que a quantidade de adjuvantes de
secagem a ser adicionada nas amostras, vai depender do teor de sélidos totais ja
presentes no material e, consequentemente, a quantidade de pé a ser gerada apoés
a secagem, também depende da quantidade de sélidos que estdo presentes nas
formulacgdes.

Assim, o0s solidos totais contidos no extrato enzimatico bruto foram
determinados, em triplicata, e o teor médio presente na amostra foi de 2,06%. As
amostras para secagem foram de 50g, sendo que, 10% (5g) da massa total da
formulacdo era referente a sélidos presente no extrato bruto mais adjuvantes. Uma
amostra contendo apenas o extrato bruto também passou pelo processo de
secagem, para que pudesse ser estabelecido um comparativo sem e com a adi¢céo
de adjuvantes.

Os resultados em termos de rendimento podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: Rendimento percentual do processo de secagem do extrato bruto sem
adicdo de adjuvantes e com os adjuvantes Aerosil®, Maltodextrina e Goma Ardbica,

calculado para cada uma das secagens, com respectiva média e desvio-padrao.

Secagem Sem adjuvante Aerosil® Maltodextrina Goma Aréabica
1 14,22% 76,02% 96,14% 65,09%
2 - 89,64% 79,98% 69,42%
3 - 73,76% 76,36% 65,42%
4 - 73,34% 75,52% 69,14%
Média - 78,19% 82,00% 67,27%
- 7,72 9,62 2,33

Desvio-Padréao

Fonte: Autora (2017)

O maior rendimento foi o obtido utilizando-se maltodextrina como adjuvante,
uma vez que das 5g de sdlidos totais presentes nestas formulacdes, obteve-se 4,1g,

em média, de p6 apds a secagem. O rendimento do extrato seco com Aerosil® ndo
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diferiu significativamente nem da maltodextrina e nem da goma arébica, ao mesmo
tempo que estas diferiram significativamente entre si, segundo andlise do teste
Tukey.

A Figura 30 apresenta ilustracfes dos extratos enzimaticos apds secagem.

Figura 30: Extrato enzimatico bruto apds secagem em spray dryer. A) Extrato sem
adicdo de adjuvante, B) Extrato seco com Aerosil®, C) Extrato seco com Goma
Arabica, D) Extrato seco com Maltodextrina.

A B C D

Fonte: Autora (2017)

4.7.2 Andlise da atividade enzimética das formulacdes pré e imediatamente

ap6s secagem

Para estabelecer parametro e verificar possivel interferéncia dos adjuvantes
na capacidade de oxidacao da enzima, foi realizada a leitura da atividade enzimatica
de cada uma das formula¢des antes do processo de secagem. Os resultados estédo
plotados no grafico da Figura 31.
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Figura 31: Atividade enzimética do extrato bruto antes da secagem, sem adicao de
adjuvantes (E. Bruto) e ap6s 30 minutos de incorporacdo dos adjuvantes Aerosil,
Maltodextrina (Malto) e Goma Arabica (Goma). As barras com as mesmas letras,
correspondem a grupos estatisticamente iguais no teste Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autora (2017)

E possivel verificar que adi¢cdo de adjuvantes, mesmo antes da secagem,
interfere na capacidade oxidativa da enzima. Ao se comparar a atividade da enzima
sem adjuvante com a atividade das outras formulagdes, percebe-se que o Aerosil®
foi o que menos comprometeu a atuacdo da enzima na oxidacdo do substrato,
ocasionando uma perda de 23%. A maltodextrina ocasionou perda de 29% na
atividade da enzima, porém o teste Tukey (p<0,05) concluiu que nao existe diferenca
significativa entre as atividades encontradas para esses dois adjuvantes. A goma
arabica provocou a maior perda de atividade, em torno de 59%.

ApoOs a secagem, a atividade residual dos extratos foi avaliada imediatamente,
tendo como referéncia os valores de atividade obtidos antes da secagem quando da
incorporacdo dos adjuvantes. Conforme mostrado na Figura 32, o processo de
secagem do extrato bruto sem a adicdo de adjuvantes praticamente inativou enzima,
resultado semelhante ao encontrado por Silva (2010) durante secagem de lipases.
Este resultado era esperado uma vez que a enzima foi submetida a uma
temperatura de 100°C e, como ndo estava protegida, ocorreu a desnaturagao
proteica (NAMALDI; CALIC; ULUDAG, 2006). O Aerosil® também nao foi eficiente

na protecdo da enzima, levando a uma perda de 95% de atividade quando
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comparado com a atividade obtida para esta mesma formulacdo antes da secagem.
O processo de secagem do extrato com a maltodextrina, promoveu uma perda de
15% de atividade e com a goma de 11%. Em termos de atividade residual as duas

nao diferiram significativamente uma da outra.

Figura 32: Atividade enzimética residual do extrato bruto imediatamente apds a
secagem, das formulacdes sem adicdo de adjuvantes (E. Bruto) e com os
adjuvantes Aerosil®, Maltodextrina (Malto) e Goma Arabica (Goma). As barras com
as mesmas letras, correspondem a grupos estatisticamente iguais no teste Tukey

(p<0,05).
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Fonte: Autora (2017)

Belghith, Chaabouni e Gargouri (2001) secaram celulase usando 1% de
maltodextrina e perceberam perda de atividade em torno de 30% logo apds o
processo de secagem. Shiota (2014) avaliou a secagem de endoglucanase e
xilanase utilizando maltodextrina, goma ardbica e celulose microcristalina. Os
resultados obtidos pela autora revelaram que as maiores atividades residuais foram
detectadas com maiores concentracbes de adjuvante (5%), sendo que a
maltodextrina manteve a maior atividade residual para endoglucanase (116,97%) e a
goma arabica para a xilanase (117,67%). Silva (2010) testou varios adjuvantes para
secagem de lipases e obteve 100% de atividade residual quando 10% de lactose +
0,1% de Tween foram utilizados como adjuvantes. O autor ainda relatou que ao usar
apenas 10% de maltodextrina a atividade residual foi de 50%, ao passo que a

mistura de 10% de maltodextrina e 0,1% de Tween elevou a atividade residual para
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91%. Ja para a mistura 10% goma arabica e 0,1% de tween, a atividade residual foi
de 87%.

A literatura é unanime quanto a importancia do uso de adjuvantes na
secagem de materiais bioativos, pois mudancas na estrutura das proteinas relatadas
em processos de secagem sdo atribuidas a remocdo de moléculas de agua de
hidratacdo, que formam ligac6es de hidrogénio necessdrias para estabilizacdo da
estrutura proteica. Dessa forma, o tipo e a quantidade de adjuvante utilizado no
processo interfere diretamente na capacidade de protecao dos sitios especificos das
enzimas (CHANG; PIKAL, 2009).

4.7.3 Estabilidade do extrato enzimatico bruto seco

A estabilidade da enzima seca foi testada quanto ao tempo de
armazenamento e a umidade, durante 30 dias. Ap0s a secagem, a enzima foi
condicionada em frascos plasticos e mantida a temperatura ambiente.

Os valores obtidos para atividade enzimatica e umidade dos pés podem ser
observados na Tabela 8.

Tabela 8: Atividade enzimatica, atividade residual e umidade para os extratos secos
com aerosil®, maltodextrina (Malto) e goma arabica (Goma), tendo como parametro

a atividade enzimatica obtida antes da secagem com os adjuvantes ja incorporados.

Atividade Enzimaéatica

(U.mLY) Atividade Residual (%) Umidade (%)

Condicdes

Aerosil Malto Goma |[Aerosil Malto Goma |Aerosil Malto Goma

Antes da | 149/ 59 184262 1056,37| 100 100 100 i i i
secagem
Pés
10564 157538 94871 | 53 855 898 | 661 512 498
secagem
A%?zsﬁ 31,79 55179 46769 | 1.6 299 443 | 717 562 521
A%‘?Sso 1128 31897 34359 | 06 173 325 | 932 653 648

Fonte: Autora (2017)

Através da andlise dos dados, verifica-se que apesar de o0 extrato seco em
Aerosil® ter mantido maior atividade apdés incorporacdo do adjuvante (1994,29

U.mL™), ele ndo foi capaz de manter a enzima estavel apés a secagem e, ao final de
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30 dias, apresentava apenas 0,6% de atividade.

A analise estatistica dos dados, através do teste Tukey (p<0,05), evidenciou
que, embora a maltodextrina tenha mantido maior atividade absoluta em
comparacdo com a goma arabica imediatamente ap6s a secagem, em termos de
atividade residual, as duas nao diferiram significativamente. Ap6s 15 e 30 dias, o0s
valores de atividade absoluta para maltodextrina e goma arabica néo diferiram entre
si, porém, em termos de atividade residual, esta diferenca foi significativa. Isso
porque a atividade obtida para o extrato com maltodextrina pds incorporacdo do
adjuvante foi maior do que a obtida para a goma. E, apesar de ter atividade absoluta
menor, 0 extrato seco com goma manteve maior atividade relativa ao longo de 30
dias.

Mesmo com a queda na atividade enzimatica apresentada pelos extratos
secos, 0 processo de secagem ainda se torna uma alternativa viavel, haja vista que
0 extrato enzimatico bruto liquido, quando mantido a temperatura ambiente, ndo foi
capaz de conservar a enzima ativa e, além disso, houve proliferacdo de col6nias de
fungos apéds o 4° dia.

Namaldi, Calic e Uludag (2006) secaram proteases utilizando maltodextrina e
glicose variando a concentracao de adjuvante entre 0,5 e 2% (p/v) e a temperatura
entre 70 e 130°. Os autores observaram que utilizando os adjuvantes na
concentracéo de 1% e procedendo a secagem a 90°C, a perda de atividade ao longo
de 6 meses foi de 6% para extratos secos com glicose e de 8% para 0s secos com
maltodextrina. Ap6s 8 meses de armazenamento a 5°C, Silva (2010) relatou
atividade residual de lipases em torno de 70% quando B-ciclodextrina foi usada
como adjuvante, 67,1% para goma arabica, 65,8% para trealose, 60% para lactose e
53,2% para maltodextrina. Belghith, Chaabouni e Gargouri (2001) relataram que ao
utilizar maltodextrina como adjuvante, a atividade residual caiu 30% logo apo6s a
secagem, porém, a enzima nao apresentou perda significativa de atividade durante 8
meses de estocagem, a temperatura de 4°C.

Todos os adjuvantes foram capazes de manter a umidade do p6 obtido apés
a secagem abaixo de 10%. Ameri e Maa (2006), ressaltaram a importancia de se
controlar o teor de umidade dos pos, que € fator determinante para a manutencao da
estabilidade da substancia seca. Os autores ainda salientam que as condi¢des
adotas para secagem, sdo responsaveis pela taxa de evaporacdo do solvente, o
gue, juntamente com a quantidade de adjuvante, interfere na umidade e morfologia
das particulas. Em condicdes de secagem semelhante a utilizada neste trabalho,

Silva (2010) obteve umidade de 5,12% em secagem de lipases usando



77

maltodextrina como adjuvante, 6% usando lactose e 4,92% usando B-ciclodextrina.
Santos (2012), determinou umidade em torno de 3,5% para peptidases e lipases
quando uma mistura de Aerosil® e dextrina foi usada no processo de secagem.
Assim, pode-se inferir que, a temperatura de secagem e a concentracdo de
adjuvantes, sdo variaveis criticas em um processo de secagem, podendo interferir
ndo s6 na perda de atividade imediata, mas também, durante o tempo de
armazenamento. Dessa forma, estudos complementares com variagdes dos
parametros de secagem sao sugeridos para verificacdo de melhores condi¢cdes de

secagem para a enzima lacase.

4.8 Biorremediagao do antibidtico oxitetraciclina

Foram inseridas 8 amostras com concentracoes diferentes de solucdo de
oxitetraciclina no CLAE e, juntamente com os dados de tamanho da area do pico
formado em cada uma das concentracdes, foi construida uma curva de calibracédo
(Figura 33). A equacéo da reta obtida foi y= (79752,4)x + (1388,73) e o coeficiente
de correlacédo (R?) foi igual a 0,99996. O valor do coeficiente de correlagdo indica
que existe forte correlacdo e linearidade entre as concentracdes das solugdes
analisadas e as medidas das areas dos picos obtidos para cada amostra no
cromatdgrafo. Os testes de precisdo e exatiddo também demonstraram que a
metodologia utilizada para quantificacdo do antibiético oxitetraciclina foi eficiente. Os

dados das andlises de validacdo do método podem ser observados no Apéndice B.

Figura 33: Curva de calibragéo da solucéo de oxitetraciclina
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A biorremediacdo do antibidtico oxitetraciclina foi realizada com o extrato
enzimatico bruto liquido e seco com maltodextrina. Apesar de o extrato seco com
maltodextrina apresentar atividade residual menor do que o extrato seco com goma,
ele foi escolhido para prosseguir com os testes de biorremediacdo devido ao fato de
ter apresentado maior atividade absoluta.

Através da equacao da reta obtida na curva de calibracdo e as analises em
CLAE das aliquotas coletadas periodicamente durante o processo de
biorremediacéo, observou-se que, apds 24 horas, nao houve reducéo na quantidade
de oxitetraciclina nos controles contendo enzima inativa bem como nos controles
gue continham apenas oxitetraciclina e tampao. Dessa forma, pode-se concluir que
ndo houve degradacdo espontédnea ou oxidacdo do antibidtico pela luz ou por
componentes ndo-enzimaticos do extrato bruto.

A Tabela 9 apresenta a evolucdao da remocao do antibidtico oxitetraciclina no
decorrer do processo de biorremediacdo com o extrato bruto liquido. E possivel
observar uma remocao de 28,13% do antibiético ja na primeira hora de contato com
0 extrato bruto. Apds 6 horas, mais da metade do antibioético ja havia sido removida e

depois de 24 horas a remocao havia sido superior a 99%.

Tabela 9: Média das areas dos picos, média das concentracfes e porcentagem de
remocao do antibiético oxitetraciclina durante a biorremedia¢do com o extrato

enzimatico bruto liquido.

Analise Area (AU) Concentracdo (mg.L") Remocéo (%)
Controle com enzima 852205 10,667 -
Controle sem enzima 853162 10,678 -

T0 845502 10,584 0,77
Tl 612766 7,666 28,13
T2 609230 7,622 28,17
T4 546767 6,838 35,89
T6 352942 4,408 58,67
T8 351463 4,390 58,84
T10 229153 2,856 73,22
T12 225242 2,807 73,68
T24 2895 0,036 99,66

Fonte: Autora

A remocdo de quase 100% da oxitetracilina apos 24 horas de tratamento

enzimatico, demonstra o poder de oxidagdo da enzima lacase. Migliore et al. (2012)
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avaliaram a capacidade de remocao da oxitetraciclina utilizando lacase purificada do
fungo Pleurotus ostreatus. Os autores adicionaram um volume de enzima
correspondente a 0,1U.mL! de atividade enzimatica em uma solucdo de
oxitetraciclina a 50pg.mL* e observaram remocéo de 50% do farmaco ap6s 96 horas
de tratamento.

Esse potencial de remocéo da oxitetraciclina pela enzima lacase pode ser
explicado pelo fato destas enzimas catalisarem reacdes de oxidagdo de compostos
fendlicos. O mecanismo de catédlise desta enzima envolve a remocao de um elétron
da molécula do substrato, associada a reducdo do Cu?* em Cu* presente em seu
centro catalitico. Assim, quando a enzima retorna ao seu estado nativo (Cu?*), ela
promove a reducdo de Oz a H20 (FARIA, 2010). Como a oxitetraciclina possui em
sua molécula quatro estruturas fendlicas, pode-se supor que o mecanismo pelo qual
a lacase remove este composto seja por oxidacdo de seus anéis aromaticos, tal qual
acontece com substratos naturais desta enzima.

Apesar da quantidade de lacase purificada utilizada na pesquisa de Migiore et
al. (2012) ser muitas vezes inferior do que a utilizada neste trabalho, verifica-se que
o extrato bruto foi efetivo na remocdo do antibidtico tanto quanto a enzima
purificada. Além disso, a utilizacdo do extrato bruto ndo necessita de etapas
dispendiosas de separacao e purificacdo da enzima e ainda dispensa a adicao de
mediadores ao meio reacional, uma vez que extrato bruto contém mediadores
naturais produzidos pelo fungo (NGUYEN et al., 2016).

Na Tabela 10, tem-se os valores de remocdo do antibidtico oxitetraciclina
através da biorremediacdo com o extrato bruto seco com maltodextrina. Observa-se
que na primeira hora houve remocao de 18,49% do antibiético e que ao final de 24
horas a remocé&o havia sido de 70,61%. Apesar do extrato seco proporcionar menor
remocao do que o extrato liquido, quando avaliado o mesmo tempo de reacdo, a
secagem do extrato bruto ainda € uma alternativa viavel, tendo em vista que a
secagem facilita o transporte, armazenamento e manuseio, viabilizando, dessa
forma, a aplicacdo do extrato bruto em processos de biorremediacdo em escalas

superiores as de bancada.
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Tabela 10: Média das areas dos picos, média das concentracdes e porcentagem de

remocao do antibidtico oxitetraciclina durante a biorremediacdo com o extrato

enzimatico bruto seco com maltodextrina.

Analise Area (AU) Concentracdo (mg.L") Remoc&o (%)
Controle com enzima 659968 8,254 -
Controle sem enzima 661022 8,267 -

T0 656901 8,219 0,42
T1 537978 6,728 18,49
T2 514435 6,433 22,06
T4 503025 6,290 23,79
T6 493973 6,176 25,17
T8 471052 5,889 28,65
T10 464276 5,804 29,68
T12 442697 5,533 32,96
T24 194890 2,426 70,61

Fonte: Autora

Ao se analisar o gréafico da Figura 34 e os cromatogramas da Figura 35, nota-

se gue a remocdo da oxitetraciclina com o extrato bruto seco foi menor do que

quando se utilizou o extrato bruto liquido. Isso pode ser explicado pelo fato de os

adjuvantes adicionados durante a secagem protegerem a enzima, 0 que pode

dificultar o contato do sitio ativo das enzimas com as moléculas do antibi6tico. Pode

ser que com um tempo maior de contato entre extrato e antibidtico na

biorremediacdo com extrato seco, seja alcancado niveis de remocdo semelhante aos

encontrados para o extrato liquido. Um outro fator que também deve ser considerado

€ a possivel interferéncia dos adjuvantes no mecanismo de atuacdo da enzima.

Sugere-se que estudos mais especificos sejam realizados de modo a verificar as

causas da diminuicdo na remocao da oxitetraciclina quando se utilizou o extrato

SecCo.
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Figura 34: Concentracdo do antibiotico oxitetraciclina nos meios reacionais apos

0,1,2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 horas de reacdo com extrato enzimatico bruto liquido e

SEeCoO.
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Figura 35: Cromatogramas da oxitetraciclina em cada tempo de tratamento, primeiro

com o extrato liquido e segundo com extrato seco
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 Conclusodes

O estudo sobre utilizacdo de residuos agroindustriais para a producdo de
lacase do fungo Pleurotus ostreatus, demonstrou que todos os residuos testados
foram capazes de induzir producdo enzimatica superior aos controles positivo
(xilidina e cobre) e negativo. Sendo que houve maior producao da enzima quando se
utilizou o residuo de acai como indutor. O pico de atividade se deu no 7° dia de
cultivo com valores de 3184,62 U.mL™, evidenciando que a utilizacéo de residuos é
uma abordagem promissora na producao de enzimas lignoliticas.

A caracterizacdo da enzima revelou que a maior atividade enzimatica se deu
em pH 5 a 30°C e que, apesar disso, este pH foi 0 que menos estabilizou a enzima
em todos as temperaturas testadas, durante 24 horas. Em pH 6, a enzima se
manteve mais estavel a temperatura ambiente e a 30°C. Ja a 40°C, o pH 7 foi o que
proporcionou maior estabilidade para enzima. Nas temperaturas de 50 e 60° C,
todos os pH’s apresentaram atividade residual proximas a zero na segunda hora de
analise. Foi observado que, em temperaturas mais altas, pH’s mais elevados
mantiveram a enzima mais estavel.

Através do teste de catalase, verificou-se que a maior quantidade de enzima
excretada pelo fungo no extrato bruto, referia-se a lacase. Os valores de atividade
enzimatica observados para o extrato bruto, possibilitam sua utilizacdo em
processos de biorremediacao, dispensando-se o0 processo oneroso de purificacéo da
enzima.

A secagem da enzima proporcionou a manutencédo de 32,5% de atividade
enzimatica apds 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente, quando o
adjuvante utilizado foi a goma arabica. A Maltodextrina foi capaz de manter 17,5%
de atividade apés o mesmo tempo, enquanto a enzima seca com Aerosil®
apresentou atividade inferior a 1%.

Tanto o extrato bruto liquido quanto o extrato bruto seco com maltodextrina
foram capazes de reduzir significativamente a concentracdo do antibidtico
oxitetraciclina no meio reacional. Sendo que com extrato bruto liquido houve
remocao de 99,66% do antibiético enquanto que com extrato seco houve remocao

de 70,61% apos 24 horas de reacao.



83

5.2 Sugestdes

Para complementacdo dos resultados e continuidade da pesquisa,
recomenda-se:

Determinacédo da massa molecular da enzima produzida pelo fungo Pleurotus

ostreatus induzido com residuos de acai, de modo a verificar o tipo de lacase

e possiveis producéo de isoformas;

Otimizar o processo de secagem da enzima lacase variando concentragéo e

tipos de adjuvantes, temperatura de entrada de ar, vazao de secagem, entre

outros parametros.

Avaliar a estabilidade da enzima seca por um periodo mais longo do que o

analisado neste trabalho, além de verificar melhores condicbes de

armazenamento;

Verificar a interferéncia dos diferentes adjuvantes de secagem na

biorremediag&o do antibiotico oxitetraciclina;

Analisar a biorremediacéo utilizando o extrato seco por tempo superior a 24

horas;

Verificar os compostos formados apds biorremediacdo do antibidtico pela

enzima lacase.
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APENDICE A — ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO-SE PH E TEMPERATURA
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO

pH E TEMPERTAURA NO TEMPO 0

pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™Y) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL?) | pH| Temperatura (°C) | Atividade (U.mL-?)
3184,62 2492,31 1096,92

Ambiente 2738,46 Ambiente 2461,53 Ambiente 1083,07
3323,07 2523,07 1107,69

Média 3082,05 Média 2492,30 Média 1095,89
Desvio-padréo 305,50 Desvio-padréo 30,77 Desvio-padréo 12,34
3787,69 3313,64 1358,46

30 3978,46 30 3338,46 30 1340
3843,07 3295,48 1372,3

Média 3869,74 Média 3315,86 Média 1356,92
Desvio-padréo 98,14 Desvio-padréo 21,57 Desvio-padréo 16,20
3329,23 3164,52 1261,54

40 3283,07 40 3123,07 40 1238,46

5 3356,92| 6 3184,62| 7 1273,84
Média 3323,07 Média 3157,40 Média 1257,94
Desvio-padréo 37,31 Desvio-padréo 31,38 Desvio-padréo 17,96
2240 3233,85 1344,62

50 2289,23 50 3206,15 50 1332,3
2190,76 3258,46 1370,76

Média 2239,90 Média 3232,82 Média 1349,23
Desvio-padréo 49,23 Desvio-padréo 26,17 Desvio-padréo 19,64
913,85 2950,77 1064,62

60 873,84 60 2907,69 60 1049,23
932,3 2969,23 1081,53

Média 906,66 Média 2942,56 Média 1065,13
Desvio-padréo 29,88 Desvio-padréo 31,58 Desvio-padréo 16,15




ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO pH E TEMPERTAURA NO TEMPO 1h

pH

Temperatura (°C) | Atividade (U.mL-1) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL") | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™)
2190,77 2858,46 841,54

25 2227,69 25 2910,8 25 860
2203,07 2830,8 832,31

Média 2207,17 Média 2866,68 Média 844,61
Desvio-padréo 18,79 Desvio-padréo 40,63 Desvio-padréo 14,09
2680 2830,77 1283,01

30 2652,3 30 2812,3 30 1258,05
2710,76 2861,53 1276,92

Média 2681,02 Média 2834,86 Média 1272,66
Desvio-padréo 29,24 Desvio-padréo 24,86 Desvio-padréo 13,01
1384,62 2658,46 1084,62

40 1347,7 40 2636,92 40 1063,1
1409,2| 6 2670,76| 7 1095,4

Média 1380,50 Média 2655,38 Média 1081,04
Desvio-padréo 30,95 Desvio-padréo 17,12 Desvio-padréo 16,44
1080 2033,85 1315,38

50 1033,8 50 2003,07 50 1333,15
1113,84 2058,46 1293,08

Média 1075,88 Média 2031,79 Média 1313,87
Desvio-padréo 40,17 Desvio padrao 27,75 Desvio-padréo 20,07
227,69 883,08 400

60 196,92 60 876,92 60 404,62
246,15 923,08 383,03

Média 223,58 Média 894,36 Média 395,88
Desvio-padréo 24,87 Desvio-padréo 25,06 Desvio-padréo 11,36
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 2h
pH| Temperatura (°C) | Atividade (U.mL"Y) | pH| Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™) [ pH | Temperatura (°C) |Atividade (U.mL™)
1944,62 2563,08 910,77
25 1913,84 25 2535,38 25 896,92
1966,07 2590,76 932,31
Média 1941,51 Média 2563,07 Média 913,33
Desvio Padrao 26,2 Desvio-Padrao 27,69 Desvio-Padrao 17,83
1987,69 2473,85 1043,08
30 1953,84 30 2430,8 30 1021,5
2012,3 2501,5 1058,5
Média 1984,61 Média 2468,71 Média 1041,02
Desvio Padréao 29,35 Desvio-Padrao 35,62 Desvio-Padrao 18,58
667,69 1960 989,23
40 683,08 40 1929,23 40 1004,06
5 646,15| 6 1987,69| 7 975,38
Média 665,64 Média 1958,97 Média 989,55
Desvio Padréao 18,55 Desvio-Padrao 29,24 Desvio-Padrao 14,34
415,38 458,46 146,15
50 387,69 50 436,92 50 124,62
440 483,08 160
Média 414,35 Média 459,48 Média 143,59
Desvio Padréao 26,17 Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 17,82
123,08 193,85 106,15
60 101,54 60 166,15 60 93,84
147,69 209,23 118,46
Média 124,10 Média 189,74 Média 106,15
Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 21,83 Desvio-Padrao 12,31




ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 3h

Temperatura

pH °C) Atividade (U.mL™) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mLY) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™)
1726,15 2381,54 900

25 1707,69 25 2347,7 25 883,08
1763,07 2427,7 924,62

Média 1732,30 Média 2385,64 Média 902,56
Desvio-Padrao 28,19 Desvio-Padrao 40,15 Desvio-Padrao 20,88
147,69 2150,32 821,54

30 166,15 30 2126,2 30 812,31
209,23 2172,3 835,38

Média 174,35 Média 2149,60 Média 823,07
Desvio-Padrao 31,58 Desvio-Padrao 23,05 Desvio-Padrao 11,61
504,62 1929,23 804,62

40 520 40 1963,07 40 787,69

5 473,85| 6 1901,53| 7 816,92
Média 499,49 Média 1931,27 Média 803,07
Desvio-Padrao 23,49 Desvio-Padrao 30,82 Desvio-Padrao 14,67
233,85 267,69 83,08

50 212,3 50 292,3 50 69,23
264,61 249,23 96,92

Média 236,92 Média 269,74 Média 83,07
Desvio-Padrao 26,28 Desvio-Padrao 21,60 Desvio-Padrao 13,84
113,85 184,62 30,77

60 135,38 60 156,92 60 16,92

92,3 200 46,15

Média 113,84 Média 180,51 Média 31,28
Desvio-Padrao 21,54 Desvio-Padrao 21,83 Desvio-Padrao 14,62
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 4h

pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™) [ pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™) |pH| Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™)
1612,31 2292,31 735,38
25 1590,76 25 2273,8 25 718,46
1640 2320 750,77
Média 1614,35 Média 2295,37 Média 734,87
Desvio-Padrao 24,68 Desvio-Padrao 23,25 Desvio-Padrao 16,16
212,31 1981,53 452,31
30 224,62 30 1996,92 30 466,15
184,62 1944.,61 443,08
Média 207,18 Média 1974,35 Média 453,84
Desvio-Padrao 20,48 Desvio-Padrao 26,88 Desvio-Padrao 11,61
187,69 1821,54 761,54
40 203,08 40 1800 40 746,15
5 156,92| 6 1836,92| 7 773,85
Média 182,56 Média 1819,48 Média 760,51
Desvio-Padrao 23,50 Desvio-Padrao 18,54 Desvio-Padrao 13,87
150,77 307,69 75,38
50 132,31 50 283,08 50 69,23
181,54 341,54 95,38
Média 154,87 Média 310,77 Média 79,99
Desvio-Padrao 24,87 Desvio-Padrao 29,35 Desvio-Padrao 13,67
113,85 138,46 75,38
60 89,23 60 163,08 60 84,61
129,23 116,92 58,46
Média 110,77 Média 139,48 Média 72,81
Desvio-Padrao 20,17 Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 13,26
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 5h

pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™?) |pH| Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™?)
1196,92 2215,38 589,23

25 1166,15 25 2178,5 25 467,69
1218,46 2240 496,92

Média 1193,83 Média 2211,29 Média 517,94
Desvio-Padrao 26,29 Desvio-Padrao 30,95 Desvio-Padrao 63,43
147,69 1787,69 440

30 172,31 30 1827,69 30 449,23
126,15 1753,84 424,62

Média 148,71 Média 1789,74 Média 437,95
Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 36,96765 Desvio-Padrao 12,43
255,38 833,85 775,38

40 233,84 40 815,38 40 793,85

5 273,84| 6 864,61| 7 761,54
Média 254,35 Média 837,94 Média 776,92
Desvio-Padrao 20,01 Desvio-Padrao 24,86 Desvio-Padrao 16,21
126,15 246,15 46,15

50 153,85 50 273,84 50 32,3
107,69 215,38 50,76

Média 129,23 Média 245,12 Média 43,07
Desvio-Padrao 23,23 Desvio-Padrao 29,24 Desvio-Padrao 9,60
92,31 116,92 69,23

60 110,77 60 135,38 60 80
83,07 95,38 55,38

Média 95,38 Média 115,89 Média 68,20
Desvio-Padrao 14,10 Desvio-Padrao 20,01 Desvio-Padrao 12,34
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 6h

pH

Temperatura (°C) | Atividade (U.mL") | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™Y) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™)
1064,61 1950,76 483,07

25 1040 25 1975,38 25 495,38
1083,07 1935,38 455,38

Média 1062,56 Média 1953,84 Média 477,94
Desvio-Padrao 21,60 Desvio-Padrao 20,17 Desvio-Padrao 20,48
132,3 1507,69 229,23

30 126,15 30 1532,31 30 241,54
98,46 1547,69 220

Média 118,97 Média 1529,23 Média 230,25
Desvio-Padrao 18,02 Desvio-Padrao 20,17 Desvio-Padrao 10,80
169,23 378,46 689,23

40 193,85 40 403,08 40 707,69
147,69| 6 350,77| 7 670,77

Média 170,25 Média 377,43 Média 689,23
Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 26,17001 Desvio-Padrao 18,46
76,92 200 27,69

50 98,46 50 175,38 50 36,92

80 218,46 32,3

Média 85,12 Média 197,94 Média 32,30
Desvio-Padrao 11,64 Desvio-Padrao 21,61 Desvio-Padrao 4,61
12,31 98,46 20

60 15,38 60 126,15 60 32,3
18,46 80 10,76

Média 15,38 Média 101,53 Média 21,02
Desvio-Padrao 3,07 Desvio-Padrao 23,22 Desvio-Padrao 10,80
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ATIVIDADE ENZIMATICA VARIANDO PH E TEMPERATURA NO TEMPO 24h

pH Tem?oeé;atura Atividade (U.mL™?) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL™) | pH | Temperatura (°C) | Atividade (U.mL?)
1098,46 1720 353,85

25 1061,53 25 1763,07 25 326,77
1116,92 1704,61 370,06

Média 1092,30 Média 1729,22 Média 350,22
Desvio-Padrao 28,20 Desvio-Padrao 30,30 Desvio-Padrao 21,87
107,69 916,92 180

30 132,1 30 895,38 30 160
98,46 941,53 196,92

Média 112,75 Média 917,94 Média 178,97
Desvio-Padrao 17,38 Desvio-Padrao 23,09 Desvio-Padrao 18,48
12,31 378,46 452,31

40 15,38 40 353,85 40 470,77

5 12,31 6 390,77 7 438,46
Média 13,33 Média 374,36 Média 453,84
Desvio-Padrao 1,77 Desvio-Padrao 18,79 Desvio-Padrao 16,20
21,53 12,31 6,15

50 18,46 50 18,46 50 4,61
27,69 15,38 7,69

Média 22,56 Média 15,38 Média 6,15
Desvio-Padrao 4,70 Desvio-Padrao 3,07 Desvio-Padrao 1,54
3,08 12,31 10,77

60 6,15 60 6,15 60 6,15
3,08 15,38 13,84

Média 4,10 Média 11,28 Média 10,25
Desvio-Padrao 1,77 Desvio-Padrao 4,70 Desvio-Padrao 3,87
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APENDICE B — RESULTADOS DOS TESTES DE LINEARIDADE, PRECISAO E
EXATIDAO



TESTE DE LINEARIDADE

Concentracdo teérica Tempo de retencdo Area do pico  Concentracgéo real

(mg.L?) (min) (ua) (mg.L?)
0,1 4,072 8773 0,100
0,5 4,064 39339 0,500
1,3 4,069 102064 1,255
2,5 4,066 200566 2,495
5,0 4,059 397645 4,992
7,5 4,055 600703 7,515
10,0 4,058 807313 10,042
15,0 4,067 1192343 14,933

TESTE DE PRECISAO

Analise ancentragéo Tempo de_ Area do Concentragéo
tedrica (mg.L?) retencdo (min) pico (ua) real (mg.L?)
1 10,0 4,100 785538 9,832
2 10,0 4,099 809483 10,133
3 10,0 4,101 805168 10,078
4 10,0 4,093 804383 10,069
5 10,0 4,095 799091 10,002
6 10,0 4,101 760497 9,518
TESTE DE EXATIDAO
Analise ancentragéo Tempo de_ Area do Concentracéo real
teérica (mg.L!) retencdo (min) pico (ua) (mg.L?)
CQA-1 12,0 4,108 865728 10,838
CQA-2 12,0 4,104 922460 11,549
CQA-3 12,0 4,100 973495 12,189
CQM -1 5,0 4,091 381782 4,770
CQM-2 5,0 4,088 391078 4,886
CQM -3 5,0 4,097 387882 4,846
CcQB-1 0,3 4,098 25264 0,299
CQB-2 0,3 4,101 25086 0,297

CQB-3 0,3 4,096 25499 0,302
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