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INTRODUCAO

O fungo Trametes villosa é um basidiomiceto de podriddo branca capaz de produzir enzimas
extracelulares hidroliticas (celulases e hemicelulases) e oxidativas (ligninoliticas) envolvidas na
degradacdo dos componentes majoritarios da madeira. As enzimas ligninoliticas tém diversas aplicacfes
na biotecnologia, como degradacdo de corantes residuais da industria téxtil e biopolpacdo. A manganés
peroxidase (MnP) é a enzima ligninolitica extracelular mais comum produzida por quase todos os fungos
de podriddo branca, que pode ser produzida por cultivo em substratos ligninocelulésicos.

Por oxidar ndo especificamente uma variedade de substancias fenolicas e ndo fendlicas, além de
lignina, a MnP pode degradar também diversos poluentes tdxicos. Atualmente, a MnP é considerada a
enzima chave na degradacéo de lignina e é produzida pela maioria dos fungos, mais freqlientemente que
lignina peroxidase, e sua producao por esses organismos depende de fatores ambientais, sendo fortemente
regulada pelos nutrientes.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as condigdes 6timas de pH e temperatura para a
atividade da enzima ligninolitica manganés peroxidase produzida por Trametes villosa.

MATERIAL E METODOS
Atividade de Manganés Peroxidase

A atividade de manganés peroxidase foi determinada pela oxidacdo de vermelho de fenol na
presenca de peroxido de hidrogénio, segundo metodologia modificada de Kuwahara et al (1984). O meio
reacional foi composto de: 500 pl de sobrenadante do extrato centrifugado, 50 uL de sulfato de
manganés (2,0 mM), 200 ulL de albumina bovina (0,5%), 50 uL. de peréxido de hidrogénio (2mM) em
tampao succinato de sodio (0,2 M; pH 4,5), 100 uL de lactato de sodio (0,25 M), 100 pL de vermelho de
fenol (0,01%). A reacdo foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 610 nm em espectrofotometro
UV-Vis (Cary 50 Varian), registrada a cada 10 segundos num tempo total de cinco minutos, e paralisada
com 40 pL solugdo de hidroxido de soédio (2,0 M). Apos a paralisacdo, a absorbancia foi acompanhada
por mais um minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Célculo da atividade especifica

O teor de proteina bruta do extrato enzimatico de manganés peroxidase foi determinado pelo
método de Lowry. O método consistiu na reagdo de 500 pL do extrato bruto enzimatico com 5 mL do
reagente de Lowry por 10 minutos. Entdo, 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau foram adicionados e,
apo6s 10 minutos, procedeu-se a leitura da absorbancia a 660 nm, em espectrofotdometro (UV-Vis). A
atividade especifica foi calculada pelo quociente da atividade enzimatica pelo teor de proteina bruta do
extrato. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Dertminacéo do pH 6timo
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O pH étimo foi avaliado pela variacdo do pH do meio reacional de 3,0 a 11,0, com intervalo de
1,0, incluindo o pH 4,5 utilizado na metodologia de deteccdo. A atividade enzimética e especifica foi
determinada conforme descrito anteriormente. A analise de variancia, com teste de Tukey, foi realizada
no software Sisvar (5.0) para comparagdo entre as médias.

Determinacdo da Temperatura 6tima

O efeito da temperatura foi avaliado variando-se a temperatura de reacdo entre 20 e 90°C, com
intervalo de 10°C. A atividade enzimatica e especifica foi determinada conforme descrito anteriormente.
A andlise de variancia, com teste de Tukey, foi realizada no software Sisvar (5.0) para comparacao entre
as medias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacéo do pH 6timo

A Tabela 1 apresenta o resultado da atividade de MnP determinada a diferentes valores de pH,
para o extrato bruto obtido nas condi¢es de cultivo otimizadas (umidade 80%, temperatura 20°C, pH
9,38 e 15 dias). Cada ponto representa a média de trés replicatas. Os dados foram tratados no SISVAR
(5.0) e pela analise de variancia, houve diferenca significativa, tendo o valor maximo no pH 4,5, o qual
foi considerado, entdo, o pH 6timo para a atividade de MnP de Trametes villosa. A Figura 1 mostra o
gréafico da atividade especifica de MnP versus pH, com o pico em 4,5.

Tabela 1: Atividade de MnP a diferentes valores de pH do meio reacional

H MnP (U/L)
P (média + desvio)
3,0 132,030 + 20,0012
4,0 81,253 + 11,379 "
45 170,724 £ 1,022 ¢
5,0 63,961 + 11,402 °
6,0 2,870 + 0,495 ¢
7,0 3,423 +1,430 ¢
8,0 31,148 + 23,2121
9,0 19,277 + 2,252 ¢
10,0 7,857 + 0,255 ¢
11,0 18,299 + 7,358 ¢
Médias com letras iguais ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey
>
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Figura 1: Variacdo da atividade especifica de MnP com o

pH reacional.
O pico que aparece no pH 8,0 poderia indicar a presenca de isoenzimas que ¢ muito comum em
extratos brutos de MnP, contudo ndo houve diferenca significativa entre a faixa de pH testada de 6,0 a
11,0.
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Determinacdo da Temperatura 6tima

A Tabela 2 apresenta o resultado da atividade de MnP a diferentes temperaturas de reacéo, para o
extrato bruto obtido nas condi¢des de cultivo otimizadas (umidade 80%, temperatura 20°C, pH 9,38 e 15
dias). Cada ponto representa a média de trés replicatas. Os dados foram tratados no SISVAR (5.0) e pela
analise de varidncia, ndo houve diferenca significativa. A Figura 2 mostra o gréfico da atividade
especifica de MnP versus temperatura, cujos pontos ligados formam quase uma linha reta.

Tabela 2: Atividade de MnP a diferentes temperaturas de reagéo.

Temperatura MnP (U/L)
(°C) (média + desvio)
20 186,330 + 4,540°
30 189,000 + 2,405 *
40 189,667 + 4,174 *
50 185,333 £2,860°
60 186,667 + 1,219°
70 190,667 + 13,515°
80 170,667 + 11,472°
90 176,000 + 5,508°

Médias com letras iguais ndo diferem entre si, segundo o teste de Tukey.
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Figura 2: Variacdo da atividade especifica de MnP com a
temperatura reacional.

O resultado da determinacdo de temperatura 6tima néo esteve de acordo com o esperado, j& que
normalmente as enzimas apresentam um pico de atividade a uma dada temperatura. Uma vez que o tempo
de reacdo é curto (apenas cinco minutos), a alta estabilidade do extrato bruto a diferentes temperaturas
pode ter contribuido para este resultado.

CONCLUSAO

O pH 6timo para a atividade de manganés peroxidase de Trametes villosa foi de 4,5.

A temperatura 6tima ndo esteve de acordo com o esperado, o que pode ser explicado pela alta
estabilidade do extrato bruto. Modificagdes na metodologia, como dilui¢cdo do extrato bruto enzimatico,
ou alteracdo do tempo de reacdo poderd indicar resultados diferentes para a temperatura étima.
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