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Uso de carvao ativado e resina de troca idnica para limpeza e
concentracao de enzimas em extratos de madeira biodegradada
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RESUMO. Ceriporiopsis subvermispora foi utilizado para a biodegradagio de cavacos de
Eucalyptus grandis na presenca ou auséncia de cossubstratos (glicose e milhocina) durante 7,
14 e 28 dias. Os cavacos obtidos em cada um desses periodos foram extraidos com tampio
acetato de sédio 50 mM (pH 5,5) adicionado de 0,01% de Tween 60. A atividade de
manganés peroxidases (MnPs) nos extratos foi marcante ao longo de todo o perfodo de
biodegradagio, tanto na auséncia (430, 765 e 896 UI kg, respectivamente) quanto na
presenga de cossubstratos (1.013, 2.066 e 2.323 UI kg, respectivamente). Os extratos
apresentaram elevadas relagbes entre absorbincia a 280 e a 405 nm, indicando forte
abundincia de compostos aromdticos derivados da lignina em rela¢io 3 heme-peroxidases. A
adsorgio em carvio ativado se mostrou uma estratégia adequada para reduzir a absorbancia a
280 nm em todos os extratos. Além disso, permitiu maximizar a capacidade de um leito de
resina trocadora de inions (DEAE Sepharose), utilizado para concentrar as MnPs presentes
nos referidos extratos. Concluiu-se que o uso de carvio ativado seguido de adsor¢io em
DEAE Sepharose é uma estratégia que pode ser utilizada para concentrar MnPs em extratos
obtidos durante a biodegradagio de E. grandis por C. subvermispora.

Palavras-chave: Ceriporiopsis subvermispora, Eucalyptus grandis, manganés peroxidases.

ABSTRACT. Use of activated charcoal and ion-exchange resin to cleaN up and
concentrate enzymes in extracts from biodegraded wood. Ceriporiopsis subvermispora
was used for the biodegradation of Eucalyptus grandis chips in the presence or absence of co-
substrates (glucose and corn steep liquor) during 7, 14 and 28 days. Afterwards, the
biodegraded chips were extracted with 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.5)
supplemented with 0.01% Tween 60. High activities of manganese peroxidases (MnPs)
were observed in all the extracts, both in the absence (430, 765 and 896 UI kg7,
respectively) and in the presence of co-substrates (1,013; 2,066 and 2,323 UI kg,
respectively). The extracts presented a high ratio between absorbances at 280 and 405 nm,
indicating a strong abundance of aromatic compounds derived from lignin over heme-
peroxidases. Adsorption into activated charcoal showed to be an adequate strategy to reduce
the absorbance at 280 nm in all the extracts. Moreover, it allowed to maximize the capacity
of an anion exchange resin bed (DEAE-Sepharose) used to concentrate the MnPs present in
the extracts. It was concluded that the use of activated charcoal followed by adsorption into
DEAE Sepharose is a strategy that can be used to concentrate MnPs in extracts obtained
during the biodegradation of E. grandis by C. subvermispora.

Key words: Ceriporiopsis subvermispora, Eucalyptus grandis, Manganese peroxidases

Introdugao

Estudos desenvolvidos na Escola de Engenharia
de Lorena tém mostrado que manganés peroxidases
(MnPs) sio as principais enzimas oxidativas
detectadas durante a biodegradagio de madeira por
Ceriporiopsis  subvermispora (FERRAZ et al., 2003;
CRUZ et al., 2004; GUERRA et al., 2005; AGUIAR
et al., 20006).

Recentemente,  foi  observado que a
suplementagio de cavacos de Eucalyptus grandis com
glicose e milhocina acarreta aumentos consideraveis

na atividade de MnPs recuperada nos extratos
enzimdticos (VICENTIM; FERRAZ, 2007).

Caracteristica comum entre os fungos capazes de
promover a biodegradacio da madeira, as MnPs
apresentam-se como uma familia de isoenzimas que
podem ser codificadas por genes distintos regulados
diferencialmente por diversos fatores, incluindo
idade do cultivo e disponibilidade de nutrientes
(MARTINEZ, 2002; ARO et al., 2005). Em face
disso, algumas perguntas permanecem ainda por
serem respondidas com relagio aos estudos descritos
nos parigrafos anteriores:
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a) A que se deve o aumento na atividade
enzimitica observado na presenca de cossubstratos: 2
expressio mais acentuada de uma tnica isoenzima
ou 3 expressdo de isoenzimas diferentes?

b) No caso de se verificar a presenga de maltiplas
isoenzimas, quais as diferengas nos espectros de a¢io
e nas concentragdes de Mn** e H,O, requeridas por
cada uma delas para oxidar compostos com
estruturas distintas?

Para responder i primeira pergunta, cavacos de
E. grandis suplementados ou nio com glicose e
milhocina foram submetidos 3 biodegradacio pelo
fungo supramencionado e, entlo, utilizados para o
preparo de extratos enzimdticos. Devido aos baixos
teores de proteinas e 2 presenga maciga de
compostos aromdticos derivados da lignina, o perfil
de proteinas presentes nos extratos enziméticos
supramencionados nio pdde ser  avaliado
diretamente  por ecletroforese em gel de
poliacrilamida. Para que bandas proteicas bem
definidas pudessem ser identificadas no gel, os teores
de compostos aromadticos tiveram de ser reduzidos
(por pré-tratamento com carvio ativado) e as
proteinas tiveram de ser concentradas (por adsor¢io
em resina trocadora de anions) consideravelmente
(CARVALHO et al., 2008).

No presente trabalho, apresentamos a
caracterizacio dos extratos enzimdticos obtidos
durante a biodegradacio de cavacos de E. grandis,
suplementados ou nio com cossubstratos (glicose e
milhocina), pelo fungo C. subvermispora. Em seguida,
descrevemos as estratégias utilizadas tanto para a
remocio dos compostos aromiticos derivados da
lignina quanto para a concentragio das MnPs, as
quais permitiram comparar, por meio de
eletroforeses desnaturante e nativa, os perfis das
principais proteinas extracelulares produzidas pelo
tungo em condigdes diferenciadas de cultivo.

Material e métodos

Microrganismo, preparo do indculo e biodegradagao dos
cavacos

Ceriporiopsis subvermispora SS-3, mantido em dgar
extrato de malte (2%) a 4°C, foi repicado (20 discos
com didmetro de 8 mm) em frascos Erlenmeyer de
2 L contendo 200 mL de meio 2 base de extrato de
batata-dextrose (2,4%) e extrato de levedura (0,7%).
Apds 12 dias de incubagio estitica a 27°C, o micélio
foi filtrado, lavado e macerado com 4gua estéril.

Biorreatores de polietileno com capacidade de 20
L foram preenchidos com 2 kg de cavacos de E.
grandis (base seca) e mantidos imersos em dgua por
um periodo de 12h. Apés drenagem e esterilizagio a
121°C por 15 min., os biorreatores foram inoculados
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com uma aliquota da suspensio descrita no
parigrafo anterior, de forma a se obter uma
concentragio inicial de micélio igual a 500 mg por
kg de madeira (base seca), e suplementados (CN) ou
nio (SN) com cossubstratos, glicose (0,5% p p™') e
milhocina (0,5% p p'). Os biorreatores inoculados
foram entio agitados para homogeneizagio de seu
contetdo e incubados a 27°C, utilizando-se fluxo de
ar igual 2 23 L h™'. Para cada uma das duas condigées
de cultivo avaliadas (CN ou SN), foram inoculados
trés biorreatores. Cada um deles forneceu os cavacos
biodegradados para o preparo dos extratos
enzimiticos nos tempos de 7, 14 ¢ 28 dias.

Preparo dos extratos enzimaticos

Para a obtencio dos extratos enzimiticos, o
conteido do biorreator (micélio e cavacos) foi
transferido, em fragdes de 200 g, para Erlenmeyers de 2
L contendo 500 mL do tampio de extragio (acetato de
sédio 50 mM em pH 5,5 adicionado de 0,01% de
Tween 60) e mantido em agitagio de 120 rpm a 10°C
por um periodo de 4h. Os extratos enzimiticos assim
obtidos foram entio centrifugados a 3.400 g por 15
min., para a remog¢io de materiais particulados.

Remogao dos extrativos e derivados da lignina presentes
nos extratos

Para a remogio de compostos aromiticos nos
extratos enzimditicos, os experimentos foram
realizados em tubos Eppendorff de 2 mlL,
empregando-se 1,5 mL de extrato e concentragcdes
polivinilpolipirrolidona ou
ativado. Ap6s homogeneizagio manual por 30 min. a
temperatura  ambiente, o sobrenadante foi
recuperado por centrifugacio a 12.000 g por 15 min.

variadas de carvao

Concentragao das MnPs presentes nos extratos

Os extratos CN 14 dias e CN 28 dias foram
concentrados em uma coluna trocadora de inions.
Cada extrato foi pré-tratado de forma diferente antes
de aplicd-lo na coluna. O extrato CN 14 dias teve
seu pH ajustado para 4,8 com é4cido acético 2 M,
sendo posteriormente carregado na coluna (10,2 x
0,98 ¢cm) empacotada com resina DEAE Sepharose
CL 6B. Por outro lado, o extrato CN 28 dias foi pré-
tratado com 7% de carvio ativado em agitador
rotatério a 100 rpm e 30°C por 30 min., sendo o
sobrenadante recuperado por filtragio a vicuo. Apds
ajuste de pH para 4,8 com dcido acético 2 M, o
extrato foi carregado na coluna. Previamente ao
carregamento dos extratos, a coluna foi equilibrada
com tampio acetato de sédio 50 mM (pH 4,8),
sendo as operagbes de carregamento, lavagem e
eluicio operadas a 0,50 — 0,75 mL min.”". Para
lavagem da coluna, empregou-se o tampio de
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equilibrio. Para elui¢io, foi utilizado gradiente de
concentragio de NaCl (entre 0 ¢ 0,5 M).

Determinagao das atividades enzimaticas

As atividades enzimiticas, expressas em Ul kg
de madeira ou UI mL' de extrato, foram
determinadas conforme segue: a atividade de
endoglucanases foi determinada acompanhando-se a
quantidade de agtcares redutores liberados durante a
hidrélise de CMC. A atividade de celobiohidrolases
foi determinada acompanhando-se a quantidade de
acucares redutores liberados durante a hidrélise de
Avicel. A atividade de B-glicosidases foi determinada
acompanhando-se a quantidade de p-nitrofenol
liberado durante a hidrélise de p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo. A atividade de xilanases foi
determinada acompanhando-se a quantidade de
acucares redutores liberados durante a hidrélise de
xilana de birchwood. A atividade de B-xilosidases foi
determinada acompanhando-se a quantidade de
p-nitrofenol liberado durante a hidrélise de
p-nitrofenil-pf-D-xilopiranosideo. A atividade de
mananases fol determinada acompanhando-se a
quantidade de agticares redutores liberados durante a
hidrélise de manana de locust bean. A atividade de
lacases foi determinada acompanhando-se a oxidagio
de ABTS. A atividade de manganés peroxidases foi
determinada acompanhando-se a oxidacio de
vermelho de fenol. A atividade de lignina
peroxidases foi determinada acompanhando-se a
oxidag¢io de Azure B. Uma unidade internacional
(UI) de atividade enzimadtica foi considerada como a
quantidade de enzima que catalisa a conversio de
1 pmol de substrato ou produto por minuto.

Resultados e discussao

Determinagao das atividades enzimaticas presentes nos
extratos

A Tabela 1 apresenta as atividades de algumas
enzimas hidroliticas e oxidativas nos extratos
preparados a partir da madeira biodegradada por
diferentes periodos na presenga ou auséncia de
cossubstratos.

Tabela 1. Atividades enzimiticas (UI kg™!) determinadas nos extratos
de E. grandis biodegradado por C. subvermispora durante diferentes
periodos, na presenga (CN) ou auséncia (SN) de cossubstratos.

Enzima 7 dias 14 dias 28 dias
SN CN SN CN SN CN
Endoglucanases 54 135 133 275 110 137
Celobiohidrolases - - - - - -
B-glicosidases 9 16 15 23 87 132
Xilanases 260 402 376 541 123 252
B-xilosidases - - - - - -
Mananases 381 385 213 267 87 75
Lacases 10 6 2 1 6 29
Manganés peroxidases * 430 1.013 765 2.066 896 2.323

Lignina peroxidases - - - - - -

-: Nio-detectada; *: pH da mistura reacional igual a 4,3.
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Com relagio 2 atividade de MnPs, verificou-se
que a mesma aumentou gradativamente durante o
periodo de biodegradacio, tanto na presenga quanto
na auséncia de cossubstratos. Na presenca de
cossubstratos, a atividade de MnPs foi sempre
consideravelmente superior aquela observada na
auséncia de cossubstratos, independentemente do
tempo de cultivo. Esses dados corroboram o efeito
positivo da adigio de cossubstratos aos cavacos de
E. grandis na maximizagio da atividade de MnPs
recuperada nos extratos, conforme reportado por
Vicentim e Ferraz (2007).

Verificou-se que, embora préximo, o pH da
mistura reacional utilizada para se determinar a
atividade de MnPs diferiu do pH do tampio
succinato (4,5), utilizado no método proposto por
Lundell et al. (1990). De fato, incluindo os extratos
enzimidticos (Figura 1), todos os constituintes da
mistura reacional utilizada para a determinagio da
atividade de MnPs apresentaram pH superior ao pH
do tampio (lactato de sédio 50 mM - pH 6,4;
vermelho de fenol 0,1% - pH 7,6, sulfato de
manganés 1 mM — pH 5,6; albumina bovina 1,8% -
pH 6,8), deslocando, assim, o equilibrio dcido-base
da mistura para um pH mais elevado.

52 ——sN

—a—CN
5 \
“a
28

pH

4,8

4,6
7 14
Tempo (dias)

Figura 1. Valores de pH determinados nos extratos de E. grandis
biodegradados por C. subvermispora na presenca (CN) ou auséncia
(SN) de cossubstratos em fungio do tempo.

Alguns ensaios foram entio realizados para se
verificar o efeito do uso de tampio succinato com
diferentes pHs sobre o pH da mistura reacional e
também sobre a atividade de MnPs (Figuras 2 e 3).
Nesses experimentos, manteve-se a forga idnica dos
tampdes com diferentes pHs em 50 mM, com o
objetivo de nio se alterar a forga idnica da mistura
reacional, o que também poderia afetar a atividade
enzimdtica.

Conforme pode ser observado, para todos os
valores de pH do tampio testados o pH da mistura
reacional foi superior ao wvalor esperado.
Independentemente da presenca ou nio de
cossubstratos, o uso de tampio com menor pH (3,2)
resultou em maior atividade enzimdtica em todos os
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tempos de cultivo. Nem com o aumento da for¢a
10nica do tampio entre 100 e 500 mM obteve-se um
valor de pH da mistura reacional idéntico ao do
tamp3o. Além disso, o ajuste, com HCI concentrado,
do pH da mistura reacional contendo tampio
succinato 50 mM, de 5,1 para 4,3, resultou em
redugio superior a 25% na atividade enzimitica.
Face a0 exposto, optou-se por quantificar a atividade
de MnPs nos diferentes extratos, utilizando-se
tampao succinato 50 mM em pH 3,2, ou pH 4,3 na
mistura reacional.

0,180 —
7, 0144
g | B 7 dias
5 0,1087 O 14 dias
L —
E 0,072 0 28 dias
=
< 0,036 {T

0,000

3,2(43) 3,7 (4.5) 4,2 (4,8) 4,7 (5,1)
pH

Figura 2. Atividade de MnPs em funcio dos valores de pH do
tampio succinato 50 mM e da mistura reacional (entre
parénteses) ao longo do cultivo na auséncia de cossubstratos.

0,600
2 0,480 ]
g ] B 7 dias
5 0,360 O 14 dias
L
;‘3 0.240 — O 28 dias
E
< 0,1201 T

0,000 ; ;

3,2(43) 3,7 (4.5) 4,2 (4,8) 4,7 (5,1)
pH

Figura 3. Atividade de MnPs em funcio dos valores de pH do
tampio succinato 50 mM e da mistura reacional (entre
parénteses) ao longo do cultivo na presenga de cossubstratos.

De acordo com os resultados apresentados nas
Figuras 2 e 3, é possivel inferir que o pH 6timo para
a oxidagio de vermelho de fenol pelas MnPs de C.
subvermispora, obtidas tanto na presenga quanto na
auséncia de cossubstratos, seja inferior a 4,3.
Entretanto, considerando-se a impossibilidade de
obten¢io de valores de pH da mistura reacional
inferiores a 4,3 por meio da alteragio do pH ¢ da
forca idnica do tampio succinato, duas alternativas
poderiam ser seguidas: 1) preparar todos os
ingredientes da mistura reacional, inclusive o extrato
enzimitico, em tampao com valor de pH apropriado,
e 2) utilizar um método de anidlise de atividade
enzimitica mais robusto, menos sujeito a variagdes
de pH. Neste tltimo caso, entretanto, dependendo
do substrato e das condi¢bes utilizadas para a
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determinacio da atividade enzimdtica, pode-se
esperar um valor de pH 6timo diferente daquele
observado para a oxidagio de vermelho de fenol,
utilizando-se tampao succinato de sédio 50 mM na
presenga de 4cido litico, Mn** e albumina bovina.

Remocao dos extrativos e derivados da lignina presentes
nos extratos

Os diferentes enzimiticos foram
caracterizados com relacio 2 absorbincia em 280 e
405 nm, tomando-se esses dados como indicativos
da concentracio de compostos aromaiticos (PARA_]O
et al., 1998) e heme-proteinas (RUBIA et al., 2002),
respectivamente. Conforme pode ser observado na

Figura 4, os extratos apresentaram teores de

extratos

compostos aromaticos muito superiores aos teores
de heme-proteinas. Além disso, nio foi possivel
estabelecer correlacio entre atividade enzimitica e
absorbincia a 405 nm (da esquerda para a direita, as
colunas estio dispostas em ordem crescente de
atividade de MnPs), o que ¢ indicativo da presencga,
nos extratos, de compostos outros que nio a enzima
também

de interesse e que absorvem nesse

comprimento de onda.

3,000

2,400
- B SN 7 dias
g . .
2 1.800- 0 SN 14 dias
'g 0 SN 28 dias
f? 1,200 B CN7 dias

I O CN 14 dias
0,600+ 0 CN 28 dias
N
0,000 .

280 405
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. Absorbincia, a 280 nm (extrato diluido cinco vezes) e a 405
nm (extrato nio-diluido), dos extratos enzimaticos obtidos ao longo
dos cultivos na presenga (CN) ou auséncia (SN) de cossubstratos.

Tanto na presenga quanto na auséncia de
cossubstratos, a absorbancia dos extratos a 280 nm
tempo de biodegradagio,
indicando que a atividade de MnPs correlaciona-
concentragio de

aumentou com o
se positivamente com a
compostos aromdticos nos extratos. A presenca de
derivados da lignina em extratos enzimdticos,
além de interferir na determinagio do teor de
proteinas por métodos tradicionais (CRUZ et al.,
2004), também interfere na determinagio de
atividades enzimdticas, uma vez que podem atuar
como inibidores das enzimas presentes (LOBOS
et al.,, 1994). Dessa forma, o desenvolvimento de
uma metodologia adequada para remover os
contaminantes presentes nos extratos é uma parte
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importante de trabalhos que visam purificar e
caracterizar enzimas de interesse.

Para a remocio de compostos aromiticos
presentes em extratos de Pinus taeda biodegradados
na auséncia de cossubstratos, foi proposta a adsor¢io
em 0,5% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 27°C
por 1h (CRUZ et al., 2004). O mesmo tratamento
foi avaliado no presente trabalho, utilizando-se o
extrato de E. grandis biodegradado por um periodo
de 14 dias na presenca de cossubstratos (extrato CN
14 dias). Conforme pode ser observado na Tabela 2,
foram testadas concentragdes de PVPP entre 0,5 e
2,0%. Entretanto, 2 mixima redugio na absorbAincia
a 280 nm, obtida, utilizando-se 2,0% de PVPP, foi
de apenas 8,5%. De acordo com Toth e Pavia (2001),
a eficiéncia de PVPP na adsor¢io de compostos
aromdticos é aumentada em menores valores de pH,
por haver favorecimento da formagio de pontes de
hidrogénio entre adsorvente e adsorbato. Com base
nesta informagio, o pH do extrato CN 14 dias foi
reduzido até 3,5 previamente 3 adsor¢io em PVPP.
Entretanto, conforme pode ser observado na Tabela
2, mesmo se utilizando o procedimento de se
reduzir o pH do extrato previamente 2 adsor¢io com
PVPP, nio se logrou éxito em se melhorar a
adsorgio de compostos que absorvem a 280 nm.

Tabela 2. Valores de redu¢io na absorbancia a 280 nm do extrato
CN 14 dias, ap6s tratamento com PVPP em diferentes pHs.

PVPP (%) pH Reducio (%)
0,5 5.2 33
1,0 52 54
2,0 5,2 8,5
0,5 3,5 0,7
1,0 3,5 53
2,0 3,5 10,1

Devido 2 baixa eficiéncia da PVPP na remogio de
compostos que absorvem a 280 nm, avaliou-se o uso
de carvio ativado para a adsor¢io dos contaminantes
presentes nos extratos enzimaticos. Essa estratégia ¢é
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hidrolisados hemicelulésicos, apresentando elevada
eficiéncia na remogio de compostos aromditicos
(PARAJO et al., 1998).

Verificou-se que o carvio ativado é um excelente
adsorvente de compostos que absorvem a 280 nm.
Com ele, foi possivel reduzir o teor de compostos
aromdticos em mais de 80% em todos os extratos.
Entretanto, conforme demonstrado na Figura 5, a
concentragio de carvio utilizada para se alcangar tal
eficiéncia dependeu do tempo utilizado para a
biodegradagio dos cavacos e da presenga ou auséncia
de cossubstratos durante o cultivo do fungo.

Considerando-se a perda de atividade de MnPs
em fungio da concentragio de carvio utilizada para a
remogio de compostos que absorvem a 280 nm
(Figura 6), foi possivel dividir os extratos em dois
grupos: 1) aqueles cuja reducio na atividade de
MnPs pela adsor¢io em 5% de carvio ativado foi
superior a 80% (CN 7 dias, SN 14 dias e SN 7 dias,
em ordem crescente de perda da atividade), e 2)
aqueles cuja reducio na atividade de MnPs pela
adsor¢io em 5% de carvio ativado foi inferior a 20%
(CN 28 dias, SN 28 dias e CN 14 dias, em ordem
crescente de perda da atividade). Enquanto os
extratos pertencentes ao primeiro grupo sio mais
limpos, aqueles pertencentes ao segundo grupo, por
apresentarem teor muito grande de impurezas,
permitem maior seletividade na remogio dessas
impurezas durante a adsor¢io em carvio ativado.

De fato, uma perda de 11% na atividade de MnPs
foi necessdria para se reduzir a absorbancia a 280 nm
do extrato SN 7 em 66% (1% de carvio), enquanto
uma perda de 9% na atividade permitiu reduzir a
absorbincia do extrato CN 28 dias em 84% (8% de
carvio). Em outras palavras, foi mais ficil remover
contaminantes seletivamente de um extrato “mais
sujo” (CN 28 dias) do que de um extrato “mais

bastante  utilizada para a detoxificacio de limpo” (SN 7 dias).
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Figura 5. Percentual de absorbancia a 280 nm remanescente nos extratos apds adsor¢io em carvio ativado.
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Figura 6. Percentual de atividade de MnPs remanescente nos extratos apés adsor¢io em carvio ativado.

Concentragdao das MnPs presentes nos extratos

Considerando-se que as MnPs
pontos isoelétricos (plIs) em valores de pH inferiores
27,0 (HOFRICHTER, 2002) - no caso especifico de
C. subvermispora, os valores de pl determinados
durante a biodegrada¢io de cavacos de P. taeda se
encontram em valores de pH entre 4,4 e 3,2
(LOBOS et al, 1994), que estas

isoenzimas fiquem adsorvidas em resinas anidnicas

apresentam

espera-se

em pHs 4cidos. De fato, experimentos preliminares
mostraram que a atividade de MinPs desapareceu dos
extratos apds adsor¢io em uma resina anidnica fraca
(DEAE Sepharose) em pHs 3,8; 4,8 ¢ 5,8. Sendo
assim, avaliou-se a possibilidade de se concentrar as
MnPs por cromatografia de troca iénica com a resina
DEAE Sepharose. Para isso, uma amostra do extrato
CN 14 dias foi carregada em coluna empacotada
com a resina e equilibrada em pH 4.8, sendo
posteriormente eluida com gradiente de NaCl
(Figuras 7 e 8).

Ativ/ Ativ inicial

0,0 — — ‘
5 25 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Fragio (mL)

Figura 7. Relagio entre a atividade de MnPs no eluato e no extrato
bruto (CN 14 dias), durante as etapas de carregamento (0 - 50 mL),
lavagem (55 - 60 mL) e eluicio (65 - 105 mL) da coluna com a resina
DEAE Sepharose equilibrada em pH 4,8. Concentragio de NaCl
utilizada na elui¢io: 65 mL (0 - 0,1 M) 70 mL (0,1 M), 75 mL (0,1 -
0,2 M), 80 mL (0,2 M), 85 mL (0,2 - 0,3 M), 90 mL (0,3 M), 95 mL
0,3 - 0,4 M), 100 mL (0,4 M), 105 mL (0,4 - 0,5 M).

Conforme pode ser observado na Figura 7, foi
possivel adsorver toda a atividade de MnPs presente
em 50 mL de extrato bruto, sem sequer se levar a
resina a indicios de saturacio. A eluigio com
gradiente de NaCl permitiu a obten¢io de trés
fracdes com atividade superior aquela encontrada no
extrato inicial. A excecio das fracoes eluidas com
NaCl = 0,3 M (85 - 90 mL), nio foi detectada
atividade de MnPs nas fracoes eluidas com maior
forca i6nica. Verificou-se que a recuperagio de
atividade enzimitica (22,7 UI) foi ligeiramente
superior aquela utilizada para se carregar a resina (20
UI). Lobos et al. (1994) verificaram comportamento
semelhante a esse, tendo atribuido o ganho em
atividade 2 remocio de inibidores enzimiticos.
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Figura 8. Relacio entre a absorbincia a 280 nm no eluato e
no extrato bruto (CN 14 dias), durante as etapas de
carregamento (0 - 50 mL), lavagem (55 - 60 mL) e eluigio (65
- 105 mL) da coluna com a resina DEAE Sepharose em pH
4,8. Concentracio de NaCl utilizada na elui¢io: 65 mL (0 -
0,1 M) 70 mL (0,1 M), 75 mL (0,1 - 0,2 M), 80 mL (0,2 M),
85 mL (0,2 - 0,3 M), 90 mL (0,3 M), 95 mL (0,3 - 0,4 M), 100
mL (0,4 M), 105 mL (0,4 - 0,5 M).

A Figura 8 demonstra que a absorbincia a 280
nm foi inferior 2 do extrato bruto em todas as
fracoes obtidas durante a eluicio da coluna,
caracterizando a possibilidade de se utilizar a
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cromatografia em DEAE Sepharose como uma etapa
que, além de concentrar as enzimas de interesse,
também remove compostos aromdticos presentes
nos extratos. Conforme pode ser observado,
compostos que absorvem a 280 nm e nio tém
afinidade pela resina foram detectados na saida da
coluna durante todas as etapas do experimento,
incluindo-se a fase de carregamento.

As trés fracdes ricas em atividade de MnPs
foram entio reunidas, dialisadas, congeladas e
liofilizadas. A diédlise provocou perda de atividade
da ordem de 25%, em massa. O extrato liofilizado,
por sua vez, apresentou teor de proteinas de 574
ug mL!' e atividade de MnPs igual a 30,4 UI mL"',
resultando em atividade especifica de 53 Ul mg™.

Apesar de a coluna com a resina DEAE
Sepharose ter comportado o carregamento de 50
mL do extrato CN 14 dias sem exibir sinais de
saturacio, ¢ de se esperar que o uso de um extrato
pré-tratado, com menor teor de compostos que
competem pela adsor¢io 2 resina, aumente a
capacidade da coluna. Em consequéncia, espera-se
que as fragdes obtidas durante a eluigido sejam
mais ricas em atividade enzimdtica. Para
comprovar essa hipétese, uma amostra do extrato
CN 28 dias pré-tratado com carvio ativado (7%)

N@

foi carregada na coluna com DEAE-Sepharose. As
atividades de MnPs nas fracdes coletadas durante
as fases de carregamento, lavagem e eluigio da
coluna sio apresentadas na Figura 9.

Conforme pode ser observado, foi possivel
carregar a coluna com uma quantidade relativamente
elevada de extrato (375 mL) sem, no entanto, levi-la
3 saturagio. Na fragio correspondente a 375 mL
(momento em que o carregamento da coluna foi

353

de
MnPs de apenas 0,08 Ul Durante a lavagem da
coluna, nio foi detectada perda de atividade
enzimidtica e, durante a fase de eluigdo, quatro
fragdes ricas em atividade de MnPs foram obtidas.
Na mais concentrada delas, a atividade de MnPs

interrompido), detectou-se uma atividade

foi 76 vezes superior aquela encontrada no extrato
pré-tratado. Com relacio ao balango de massa,
levando-se em consideragio apenas a fracio
correspondente a 450 mlL, recuperou-se uma
atividade de MnPs cerca de 30% superior aquela
utilizada para se carregar a coluna, o que indica
que tanto o carvio ativado quanto a resina de troca
i6nica atuam em sinergia na remogio de
inibidores enzimiticos. Quando somente a resina
foi utilizada tanto para limpar quanto para
concentrar o extrato CN 14 dias, o ganho de
atividade foi de apenas 13,5%. O pequeno teor de
protefnas (14,8 pg mL™") encontrado na fragio
mais rica em atividade de MnPs (15,2 Ul mL™)
resultou em elevada atividade especifica (1.027

Ul mg™).

Conclusao

Com base nos resultados previamente
descritos, concluiu-se que o uso de carvio ativado
seguido de adsor¢io em resina de troca idnica é
uma estratégia que pode ser utilizada para se
concentrar MnPs em extratos obtidos durante a

biodegradagio de E. grandis por C. subvermispora.
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Figura 9. Relagio entre a atividade de MnPs no eluato e no extrato (CN 28 dias) pré-tratado com carvio (7%), durante as etapas de
carregamento (0 - 375 mL), lavagem (382,5 - 427,5 mL) e eclui¢io (435 - 502,5 mL) da coluna com a resina DEAE Sepharose.
Concentragio de NaCl utilizada na eluigio: 435 mL (0 - 0,1 M), 442,5 mL (0,1 M), 450 mL (0,1 - 0,2 M), 457,5 mL (0,2 M), 465 mL (0,2
-0,3 M), 472,5 mL (0,3 M), 480 mL (0,3 - 0,4 M), 487,5 mL (0,4 M), 495 mL (0,4 - 0,5 M), 502,5 mL (0,5 M).
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