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RESUMO

FRANCO, Paula Consoli Ireno. Otimizagao da producao de lacase pelo Pleurotus
ostreatus na presenca de lignina e analise de metabdlitos por CLAE. 2019. 95
folhas. Dissertacdo de Mestrado (Programa de PoOs Graduacdo em Engenharia
Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina, 2019.

O desenvolvimento de novos processos biotecnoldgicos se faz necessario
para agregar valor a lignina, que é um biopolimero natural e renovavel, presente na
parede celular das plantas, e constituido por residuos de compostos aromaticos e
fendlicos. = Fungos decompositores de madeira, tanto basidiomicetos como
ascomicetos sdo produtores de enzimas ligninoliticas, que catalisam a degradacéo
da lignina através de despolimerizagdo oxidativa. A biodegradagdo da lignina em
seus compostos constituintes agrega valor a ela, porque diferentes produtos s&o
Uteis para varias industrias. Neste trabalho os fungos Botryosphaeria. ribis,
Ganoderma lucidum e uma cepa de Pleurotus ostreatus Florida foram avaliados
como produtores de lacase, visando selecionar o melhor produtor desta polifenol
oxidase, a qual é uma enzima ligninolitica, que colabora na biodegradacdo da
lignina. O P. ostreatus produziu os maiores titulos de lacase, e foi selecionado para
otimizar a producdo desta enzima por um planejamento estatistico fatorial 32,
avaliando-se as variaveis: concentracao de lignina (0 a 0,25 % ml/v); concentracéo
de extrato de levedura (0 a 4 % m/v) e tempo de cultivo (4 a 10 dias). A lignina foi a
principal variavel que estimulou a producdo de lacase, quando a atividade foi
determinada com 2,6-dimetoxifenol (DMP) como substrato. O 6timo da producéo de
lacase (5,73 U/mL) foi obtido utilizando-se 0,87 g% m/v de lignina e 4,5 g% m/v de
extrato de levedura, em 10 dias de cultivo. O extrato livre de células (ELC), obtido
apos o cultivo do fungo, nas condi¢des otimizadas foi tratado por particdo liquido-
liquido com acetato de etila, para a determinacdo dos produtos de degradacdo da
lignina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O procedimento de
extracdo liquido-liquido foi validado usando padrées analiticos. Os produtos de
degradacéao da lignina foram analisados por CLAE e mostrou picos desconhecidos.
As analises nos comprimentos de onda na faixa do UV (220, 272 e 309 nm)
avaliados, mostraram a presenca de varios picos e as amostras estdo sendo
identificadas.

Palavras-chave: Lignina; Fungos ligninoliticos, Compostos aromaticos.



ABSTRACT

FRANCO, Paula Consoli Ireno. Optimization of lacase production by Pleurotus
ostreatus in the presente of liginin and analysis of metabolites by HPLC. 20109.
95 folhas. Dissertacdo de Mestrado (Programa de P6s Graduagcdo em Engenharia
Ambiental) — Federal Technology University of Parana. Londrina, 2019.

The development of new biotechnological processes is necessary in order to add
value to lignin, which is a natural and rewewable biopolymer found in the plant cell
wall, and is constituted by aromatic and phenolic residues. The wood-decaying
basidiomyceteous and ascomyceteous fungi are producers of ligninolytic enzymes
that catalyze lignin degradation through oxidative depolymerization. The
biodegradation of lignin into its constituent compounds add value to it, because
different products are obtained, which are useful in different industries. In this work
the fungi Botryosphaeria. ribis, Ganoderma lucidum and a strain of Pleurotus
ostreatus Florida were evaluated as laccase producers, in order to select the best
producer of this polyphenol oxidase, which is a ligninolytic enzyme, that collaborates
in lignin biodegradation. P. ostreatus produced highest laccase titers, and was
selected for enzyme optimization by a 3° factorial statistical design to evaluate the
variables: lignin concentration (0 to 0.25 % wi/v), yeast extract concentration (0 a 4 %
w/v) and time of cultivation (4 to 10 days) on laccase production. Lignin was the main
variable which increased laccase production measure against 2,6-Dimethoxyphenol
(DMP) as substrate to determine enzyme activity. Optimal laccase production (5.73
U/mL) was obtained using lignin 0.87 g% wl/v, yeast extract 4,5 g% w/v and 10
days of cultivation. The extracellular fluid (ECF) obtained under the optimized culture
condition was treated by partition liquid-liquid with ethyl acetate in order to determine
the lignin degradation products by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). The liquid-liquid extraction procedures were validated using analytical
standards. Lignin degradation products were analyzed by HPLC, and indicated
unknown peaks. The analysis using UV wavelength (220, 272, and 309 nm) showed
the presence of several peaks, and the samples are being identified.

Keywords: Lignin; Ligninolytic fungi, Aromatic compounds
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1. INTRODUCAO

Por muito tempo a madeira foi uma fonte de exploracao em diversos setores
industriais, como na construgdo civil e também na obtenc&o de energia. Dentre os
processos industriais esta a separagao da celulose e da hemicelulose na producéo
de papel, que gera grande quantidade de residuos, como por exemplo, a lignina, que
é um dos constituintes basicos da madeira (MUNIZ; KLOCK et al., 2005).

A lignina é o principal componente da parede celular de plantas lenhosas e
sendo o segundo biopolimero mais abundante no planeta Terra, ficando atras
somente da celulose. Apesar disso, a lignina possui um potencial ndo explorado
como fonte vegetal renovavel (ABDELAZIZ et al., 2016).

A quantidade de lignina gerada pelas industrias papeleiras gira em torno de
70 milhGes de toneladas por ano (LU et al., 2017). Este valor tende a aumentar com
o0 aumento de biorrefinarias, pois pretendem substituir matérias-primas fosseis pela
biomassa lignoceluldsica, apresentando uma forma alternativa de produzir produtos
guimicos por via biolégica (CHRISTOPHER; YAO E JI, 2014). Apenas 2% de lignina
estao disponiveis no mercado (vendidas como agentes de dispersao ou de ligacéo),
pois a maior parte da lignina é utilizada nas industrias para fornecimento de vapor e
calor, gerando bioenergia de baixo custo através de sua queima (BROZONOVA et
al, 2017; LU et al., 2017).

Para melhorar este cenario, a recuperacdo da lignina pode ocorrer por
diversos processos, sendo o processo comercial mais utilizado o Kraft, aplicado em
industrias polpa e papel, correspondendo cerca de 85% da lignina recuperada no
mundo (SANTOS, RODRIGUES, MENDONCGCA, 2018).

Devido ao avanco dos processos bioldgicos, a biotransformacdo ou a
fragmentacdo da lignina, significa remeté-la as reacfes bioguimicas realizadas por
agentes biolégicos e enzimas capazes de converter um determinado substrato em
um ou mais produtos, gerando monémeros, dimeros ou trimeros de compostos
fendlicos (CHRISTOPHER; YAO E JI, 2014).

Os metabdlitos produzidos através da biotransformacdo da lignina possuem

diversas aplica¢des industriais, como por exemplo, o acido benzdico que € uma



substancia comumente usada na industria alimenticia e apresenta um potencial de
uso como agente antimicrobiano, além de varios outros compostos, tradicionalmente
obtidos de fontes ndo renovaveis (QIN et al., 2018; WEI et al., 2018).

Ha uma grande oportunidade, que visa a conversao bioldgica da lignina, pois
€ uma técnica de baixo custo e pode garantir uma finalidade para a lignina,

diminuindo a dependéncia dos recursos fosseis.

Os fungos sao os principais agentes na biotransformacdo da matéria
organica, onde os basidiomicetos sdo conhecidos como agentes capazes de
degradar a madeira. Entre eles destacam-se os fungos que causam podridao
marrom (que degradam os polissacarideos da madeira apés uma modificacao
parcial da lignina) e os que promovem a podriddo branca (que desenvolvem
mecanismos nao especificos, através de enzimas extracelulares, para promover a
modificagdo da lignina) (MENEZES, BARRETO, 2015).

A biovalorizacdo da lignina utilizando enzimas que promovem a degradacao
biologica € uma area que vem sendo bastante estudada. As lacases, enzimas
produzidas por fungos que causam podriddo branca, estdo envolvidas na
degradacédo da lignina oxidando estruturas fendlicas e catalisando a geracdo de
radicais altamente reativos (ALCALDE, BULTER e ARNOLD, 2002).

Se faz necessario pesquisas que desenvolvam novas tecnologias para
recuperar e agregar valor a lignina, pois a sua utilizacdo em diversos setores como
um biopolimero de baixo custo, renovavel, pode ser economicamente viavel
(CHRISTOPHER; YAO E Jl et. al., 2014).

Portanto, neste trabalho foram avaliados e comparados trés diferentes
fungos como produtores de lacase, para avaliar se a lignina pode atuar como
indutora desta enzima, visando futuramente utiliza-lo para biodegradar a lignina em
compostos aromaticos, para possivel utilizacgdo nos setores das industrias

alimenticias, cosméticas, dentre outras.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 COMPONENTES DA MADEIRA

A madeira apresenta uma gama de componentes quimicos que podem ser
agrupados em proteinas, carboidratos, terpenos e terpendides, acidos alifaticos,
substancias fendlicas, aldeidos, alcodis, alcaldides, hidrocarbonetos, entre outros
(RAVEN, 2001; NULTSCH, 2005). No entanto, a parcela significativa da composicao
da madeira é representada por componentes estruturais como a celulose,
hemicelulose e lignina, representando cerca de 90% de seu peso. (MENEZES,
BARRETO, 2015).

2.1.1 Celulose e hemicelulose

Nos constituintes da madeira, a celulose se destaca por representar cerca de
40% a 50% do seu peso seco. Dentre as paredes celulares dos vegetais, a celulose
€ o polissacarideo mais abundante, sendo constituida por uma cadeia linear de [3-
glicose ligados por ligacdes glicosidicas ((1-4). A formacdo da celulose ocorre
através de reacdes sucessivas de condensacao que envolve grupos OH do carbono
1 de uma B-D-glicose com o carbono 4 de outra B-D-glicose, levando a formacao de
um grupo éter e a saida de uma molécula de agua, conforme a figura 1.

Das substancias naturais produzidas pelos microrganismos, esta se encontra
em maior quantidade, sendo uma das mais importantes, porém a sua quantidade
varia de acordo com a espécie do vegetal (BENOCCI, AGUILAR-PONTES, ZHOU,
2017).

Figura 1 — Formac&o da celulose pela condensacédo da glicose
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Teixeira, M. B. D. et al (2017)



A celulose tem arranjo compactado nas paredes dos vegetais, sendo que
suas fibras se apresentam de forma cristalina, ou seja, mais resistentes a
degradacdo; e uma parte amorfa suscetivel ao processo de degradacdo KUMAR,;
GAUTAM; DUTT, 2016; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; AGBOR et al., 2011).

A hemicelulose representa de 20 a 35% do peso seco da madeira, € uma
mistura de heteropolimeros ramificados constituidos por diferentes pentoses (D-
xilose e L-arabinose) e hexoses (D-manose, D-galactose, D-glucose), sendo a xilose
0 monossacarideo mais abundante (LU et al., 2017). Este é constituido por
acucares, como xilose e glucose. Existem diferentes tipos de hemiceluloses como,
por exemplo, as xilanas, mananasm arabinanas e galactanas. As xilanas
predominam entre as hemiceluloses e constitui o0 segundo polissacarideo renovavel
mais abundante na natureza, ficando atras somente da celulose (COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005).

Apresenta-se como materiais solidos brancos, de natureza cristalina e com
baixo grau de polimerizacéo, devido a essas caracteristicas citadas a hemicelulose
absorve agua com facilidade (Teixeira, M. B. D. et al, 2017). Nos vegetais, encontra-
se na parede celular (NULTSCH, 2005) de forma fibrosa, onde esta associada as

fibras de celulose, conforme figura 2.

Figura 2 — Fios de celulose envolvidos por hemicelulose e lignina

Hemicelulose
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Doherty, Mousavioun, Fellows (2011)



2.1.2 Lignina

A lignina é um dos principais constituintes da biomassa vegetal, juntamente
com a celulose e hemicelulose, sendo a maior fonte renovavel de compostos
fendlicos (DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015). Existe diferenca entre a lignina de
forma nativa e a lignina de forma isolada, pois a ultima pode ter sua estrutura e
grupos funcionais modificados ap6s o processo de extracdo e técnica de isolamento
(HAO REN et al., 2013). A figura 3 demonstra a lignina nativa nas paredes celulares

das plantas.

Figura 3 — Demonstracdo da organizacdo dos principais constituintes da parede celular vegetal
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Celulose

KHATTAB; WATANABE (2019)

E um biopolimero natural, heteropolimero amorfo, o segundo maior
componente celular da madeira e 0 mais abundante na terra, depois da celulose
(ABDELAZIZ et al., 2016). Encontra-se na parede celular dos vegetais, conferindo
rigidez (MENEZES; BARRETO, 2015). E uma macromolécula sintetizada por via
radicalar, sua composi¢cdo quimica € composta por por¢cdes aromaticas e alifaticas,
tornando-se uma fonte Gtil de obtencdo de produtos quimicos de valor aromatico

agregado, sendo uma alternativa as fontes petroquimicas (UZAN et al., 2009).

A composicgdo da lignina dependera fortemente das espécies vegetais, visto

gue esta composicao € basicamente formada por unidades de fenilpropano (figura



4), sendo o &lcool p-cumarilico; &lcool coniferilico e alcool sinapilico, dando origem a
uma macromolécula tridimensional e amorfa, que representa cerca de 20 a 30% do

total dos compostos lignocelulésicos.

Figura 4 - Estruturas do alcool p-cumarilico (I); alcool coniferilico (Il) e alcool sinapilico (lll),
precursores dalignina.
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1) Alcool p-cumarilico 1) Alcool coniferilico 1) Alcool sinapilico

BRUIJNINCX et al. 2016 — adaptado pelo autor

Ha diferentes ligacdes do tipo carbono-carbono e carbono-oxigénio (figura
5), uma vez que esta Ultima € a predominante entre as unidades de fenilpropano.
Devido apresentar abundantes grupos funcionais disponiveis, a lignina torna-se mais
suscetivel & modificacbes quimicas (THAKUR; THAKUR, 2014). Portanto, a lignina
possui diversos tipos de substruturas que se repetem de forma aleatéria, e as
ligacbes C-C e C-O-C sado predominante. (DOHERTY; MOUSAVIOUN; FELLOWS,
2011).



Figura 5 — Principais ligagBes presentes na estrutura da lignina
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Apresentando uma estrutura quimica tridimensional bastante irregular, a
lignina apresenta uma série de substruturas, entre quais a mais abundante (-O-4)
ocorre entre as unidades de fenilpropano (figura 6) (LU et al., 2017; SJOSTROM,
1981). Este tipo de ligacdo predominante possui grande disponibilidade as
modificacdes e clivagens. (CONSTANT et al., 2016).



Figura 6 - Ligagcdes mais comuns entre as unidades de fenilpropano e suas propor¢gdes na
estrutura dalignina.
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As madeiras angiospermas (hardwood) e gimnospermas (softwood)
apresentam concentragOes diferentes de lignina, uma vez que, cada uma delas,
apresenta uma porcdo variavel dos seus principais constituintes. A hardwood
apresenta na sua composi¢ao principalmente o alcool coniferilico e alcool sinapilico,

enquanto que a softwood apresenta o coniferilico (BRUIIJNINCX et al. 2016).



A reatividade da lignina depende da forma e da composi¢cdo dos grupos
funcionais dentro das unidades monomeéricas, os trés tipos de grupos funcionais
reativos de destaque sdo: p-hidroxifenil, acido carboxilico e hidroxila alifatica (XU,
FERDOSIAN, 2017). As unidades de fenilpropano sdo altamente metoxiladas
(presenca de grupos CH30O") sendo que na lignina kraft mais de 50% das hidroxilas
arométicas potencialmente reativas, podem estar metoxiladas (HU et al., 2011). O
nivel de metoxilacdo pode variar conforme o tipo de madeira. Para a utilizacdo da
lignina é necesséario que ocorra um processo de extracdo, onde dois desses
processos de extrair a lignina utilizada na industria sdo o processo de polpacéo Kraft
e 0 processo de polpacéo sulfonada (CHRISTOPHER; YAOQ; JI, 2014).

O processo quimico de polpacdo Kraft resulta como subproduto a lignina
Kraft. Atualmente esse processo vem sendo aplicado em cerca de 90% das
industrias papeleiras devido apresentar uma alta qualidade do produto final. A lignina
Kraft € resultante do licor negro dissolvido na presenca de Na,SO,4 (SCHUTYSER et
al., 2018).

A lignina sulfonada séo polieletrolitos aniénicos sollveis em agua. No
processo de polpacédo sulfonada, uma solucdo aquosa contendo diéxido de enxofre
e um agente sulforoso € usado para quebrar as ligac6es dos polissacarideos. Esse
processo pode ocorrer tanto em meios alcalinos, quanto em pH neutro ou em
condicBes acida regulada pelo sal bisulfito (XU, FERDOSIAN, 2017). Independente
do pH do meio as posi¢gdes a-reativas sao sulfonadas, levando a grupos benzil
sulfonato (ARO; FATEHI, 2017). Esses grupos sdo 0s responsaveis por aumentar a
solubilidade. O lignossulfonato resultante pode ser isolado e é geralmente obtida
como um sal (Na®, NHs3", Mg,", Ca;").Os lignosulfonatos tém um maior teor de
enxofre (4-8%) em comparacado com a lignina Kraft (SCHUTYSER et al., 2018; ARO;
FATEHI, 2017, MAGINA; MARQUES; EVTUGUIN, 2015)

A lignina pode sofrer quebras oxidativas (também chamada de
despolimerizacdo oxidativa) de suas ligacdes através da acdo de fungos que sao
produtores de enzimas oxidorredutases. Embora existam diferentes microrganismos
que produzem enzimas degradadoras de lignina, os fungos da podriddo branca
recebem um maior destaque na producdo dessas enzimas. O sistema enzimatico
ligninolitico é constituido por trés classes principais: lacases, manganés peroxidases
(MnP) e lignina peroxidase (LiP) (SUKUMARAN; ABRAHAM; MATHEW, 2017).



2.2 FUNGOS LIGNINOLITICOS

A maioria dos fungos ligninoliticos pertence a classe dos ascomicetos e dos
basidiomicetos. O primeiro grupo caracteriza-se pela formacdo do ascésporo
(esporo) no interior de segmentos especializados das hifas, denominado asco, o
segundo grupo é caracterizado por fungos filamentosos capazes de produzir
esporos e apresentam micélios constituidos por hifas, ou seja, flamentos septados
(GUGLIOTTA e CAPELARI, 1998; GRIFFIN,1994).

Essas classes de fungos vém sendo bastante estudadas devido possuir
grande capacidade de produzir enzimas. Os basidiomicetos sao considerados 0s
principais causadores do apodrecimento da madeira, pois produzem enzimas
capazes de degradar os compostos lignocelulésicos presentes na mesma
(GIARDINA et al., 2010; GUPTA et al., 2013).

A biodegradacdo de compostos lignocelulésicos vem sendo bastante
discutida devido seus residuos poderem gerar energia e também levando em conta
gue sao residuos abundantes na natureza. Os organismos mais eficientes na
degradacdo deste material sdo os fungos basidiomicetos e ascomicetos de

degradacéao branca ou marrom (FERRAZ, 2010).

Os fungos da podriddo marrom sao representados por cerca de 7% de todos
os basidiomicetos degradadores da madeira. Eles se desenvolvem sobre
gimnospermas, onde degradam os polissacarideos da madeira ap6s uma
modificacdo parcial da lignina, o que resulta em uma coloracdo marrom, devido a
lignina oxidada (BUGG et al., 2011).

Exemplos de fungos da podriddo marrom incluem Coniophora puteana
Monilinia spp, Torula fructigena, Sclerotinia fructigena, Ciboria fructicola, Oospora
fructigena, Postia placenta e Gloeophyllum trabeum (BYRDE; WILLETTS, 1977;
FILLEY et al., 2002; PANDEY; PITMAN, 2003).

Os mais eficientes para a degradagéo da lignina, sado os fungos pertencentes
a podriddo branca, pois produzem varios tipos de oxidorredutases, tendo seu
sistema enzimatico ligninolitico constituido por trés classes de destaque, sendo:

lacases, MnP e LiP. Essas enzimas atuam indiretamente na quebra do material, 0



gue resulta em uma quebra oxidativa das liga¢cbes da lignina (BUGG et al., 2011,
SUKUMARAN; ABRAHAM; MATHEW, 2017).

Existem exemplos na literatura de fungos como produtores de enzimas

degradadoras da lignina, conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1 — Exemplos de alguns fungos produtores de enzimas capazes de degradar a lignina

Degradacéo .
o ) Referéncias
Fungo dalignina Enzimas
(%)
) Manganes
Anthracophyllum discolour 75 ] ACEVEDO et al., 2011
Peroxidase
100 - BASHTAN-KANDYBOVICH
Botryosphaeria rhodina etal., 2012;
- Lacase DEKKER, BARBOSA, 2001
Lacase KAWAI, UMEZAWA,;
Coriolus versicolor HIGUCHI, 1988
45.53 - PANDEY; PITMAN, 2003
Fusarium proliferatum 19.6 - REGALADO et al., 1997
Lignina
- ) HIRATSUKA et al., 2005
peroxidase
Phanerochaete chrysosporium —
Lignina
- ] SHI et al., 2008
peroxidase
Lacase
P|eurotus Ostreatus - Manganés KUNJAD'A et a.l., 2016
Peroxidase

Fonte: Autoria prépria

Cada espécime de fungo secreta enzima na presenca de um substrato, sendo
gue este pode variar de espécime para espécime, podendo ser utilizado palha de
cereal, borra de café, bagaco da cana-de-acgucar dentre outros materiais (KUNJADIA
et al. 2016).

2.2.1 Botryosphaeria ribis

O fungo Botryosphaeria ribis € um ascomiceto pertencente a familia

Botryosphaeriaceae, que sdo importantes fungos patdégenos degradadores de



plantas lenhosas e nao lenhosas em regides temperadas e tropicais (GONCALVES,
2016). Mesmo com todas as pesquisas, ele ainda € muito conhecido por ser um dos
principais fungos causadores de doengas em plantas, trazendo grandes transtornos
principalmente na area da agricultura e exportagdo (VALDEBENITO-SANHUEZA,
2005; SALDANHA, 2007).

Os fungos pertencentes a esta familia podem ser considerados agentes
patogénicos fracos, ja que estes se aproveitam de momentos de stress e fragilidade
da planta, como por exemplo, momentos de seca, temperaturas baixas ou elevadas,
deficiéncias nutricionais e danos causados por outros patdgenos ou pragas
(GONCALVES, 2016).

Estes agentes patogénicos direcionam seus ataques principalmente a
parede celular das plantas utilizando-se de enzimas-chave associadas a hidrolise. E
apesar de isolados destes fungos estarem sendo estudados pelo seu importante
papel na producdo de lacase, a identificacdo das espécies dessa familia acaba
sendo muito complicado principalmente pela sua diversidade morfolégica entre os
teleomorfos (designacédo a capacidade reprodutiva de um fungo e ou seu ciclo de
vida) (SALDANHA, 2007).

Nas pesquisas de Colturato (2011) existe uma discussao sobre métodos que
controlam a incidéncia do Botryosphaeria ribis através de diferentes agentes
antifangicos, mas é certo que uma vez instalada a doenca, fica dificil controla-la.
Vemos também que a seca de ponteiro (conhecida por “dieback”, caracterizada pela
desfolha e morte subta dos galhos) e os cancros (tumores) formados pelo fungo
continuam gerando preocupacédo e tém ganhado maior atencéao.

Outros estudos também relacionam a incidéncia e agressividade do fungo
diretamente com os niveis de boro. Em Silveira, Goncalves & Krugner (1998), esta
descrito que a deficiéncia de boro aumentou a agressividade do B. ribis afetando
principalmente a regido basal do caule da planta, enquanto concentracfes foliares
de boro, em torno de 30 mg kg, foram suficientes para diminui-la. Em condi¢des de
extrema deficiéncia, houve queda dos niveis de potassio tornando as plantas

analisadas ainda mais suscetiveis.



2.2.2 Ganoderma lucidum

O género Ganoderma s&do fungos basidiomicetos que possuem a
capacidade de conversédo da lignina e celulose em gas carbbnico e agua através de
suas enzimas oxidativas (peroxidases e lacases) e hidroliticas (beta-glicosidases e
celulases), os residuos gerados nessa quebra sdo muitas vezes utilizados como
substratos para outros cogumelos comestiveis ou ainda na producdo de biomassa
fungica empregada em processos industriais (HELM et al. 2009; CLEMENTINO,
2011).

Este género se desenvolve em temperatura média de 30 °C produzindo uma
série de enzimas degradadoras de lignina, que permitem degradar facilmente a
lignina e a celulose da madeira, assim como outros substratos vegetais utilizados
para o seu cultivo (HELM et al, 2009).

Este fungo de podriddo branca € o cogumelo medicinal mais vendido no
mundo e vem sendo utilizado na medicina chinesa ha milénios. Apesar de sua
grande utilidade no tratamento de diversas doencas como, por exemplo, 0 cancer,
alergias, hipertensao arterial, diabetes e outras, também foram constatados o seu
potencial promissor como produtor de biomassa (URBEN et al., 2001).

Em relacdo a busca por agentes que possuam um grande potencial de
compostos biologicamente ativos, o fungo G. lucidum acaba se destacando e alguns
de seus triterpenos do tipo lanostano apresentaram uma atividade anti-HIV1 e anti-
HIV Protease (SANTOS et al., 2000).

Nos estudos apresentados por Valginhak e Santa (2018), os dados
acabaram mostrando que este fungo teve um melhor desenvolvimento micelial na
presenca de residuos que possuiam ambos 100% de serragem de Pinus sp. e fibra

da estacédo de tratamento de efluentes.

2.2.3 Pleurotus spp

Os fungos da espécime Pleutorus sao basidiomicetos, pertencentes ao
grupo denominado de podriddo branca. O Pleurotus ostreatus, € um fungo
degradador de polimeros, € uma espécime de fungo que vém se destacando devido

seu bom desempenho para a producdo de enzimas ligninoliticas. Capaz de



secretar enzimas como lacase, manganés peroxidade, lignina peroxidase e
peroxidase versatil, sendo que uma ou mais dessas enzimas sdo as utilizadas nesse
processo de degradacdo (FERNANDEZ-FUEYO, 2014).

Segundo o estudo realizado por Menezes, Silva e Durrant (2009) o fungo
Pleurotus ssp (BCCBO068) secretou 6,23 U/L de lacase no 15° dia e o Pleurotus
sajor-caju, 3,52 U/L no 10° dia de incubacé&o. O cultivo foi realizado por fermentacao
submersa utilizando-se bagaco de cana-de-aclUcar como fonte de substrato
(carbono). Os resultados foram satisfatérios e indicaram que o residuo da

agroindustria é possivel fonte de enzimas ligninoliticas.

No trabalho de Zancan; Barreto, Menezes (2015) foi estudado linhagem de
Pleurotus sp 001 (P001) e Pleurotus sp 068 (P068). Utilizaram o bagaco de cana-de-
acucar como matriz e realizou-se uma fermentacdo semi-solida. Houve a producéo
de enzima ligninolitica, em maior quantidade a manganés peroxidase. Concluiram

gue as linhagens do fungo Pleurotus sdo bons produtores de enzimas ligninoliticas.

No trabalho de Kunjadia et al. (2016), procurava-se um fungo que pudesse
biodegradar os residuos industriais (corantes) que eram eliminados nos efluentes e
traziam grande prejuizo ambiental, para isso foram estudados trés espécies de
Pleurotus (P. ostreatus, P. sapidus e P. florida) para verificar a producédo de enzimas
ligninoliticas. As espécies foram cultivadas na presenca de corantes e em meio
liuido sob agitacdo. Neste estudo, foi possivel analisar que estas espécies
descoloriram o corante em 88% P. Ostreatus, 92% P. sapidus e 98% P. florida,

através da producéo da enzima lacase.

Erngun e Urek (2017) estudaram a producdo de enzimas ligninoliticas dos
fundos P. ostreatus (Jacqg.) e P. Kumm (MCC16) com o auxilio de um substrato
(casca de batata) usando fermentacdo em estado solido. Houve uma producéo de
6708,3 (x 75) U/L e 2503,6 (+ 50) U/L no dia 17, respectivamente. As analises
mostram que o substrato estudado tem grande potencial para a producdo de
enzimas ligninoliticas pela espécime Pleurotus.

Estudo realizado por Batal et al.,(2015) mostra a producdo de lacase em
condicao otimizada para o fungo P. ostreatus em fermentacdo em estado solido. O
planejamento fatorial foi utilizado para varios nutrientes importantes na producéo da
enzima. Com a condicdo Otima estabelecida, o fungo produziu 32.450 U/g de
atividade de lacase. Essa producdo de enzima nas condi¢Bes 6timas foi capaz de



reduzir 80% da descoloracdo de varios corantes, mostrando que a espécie tem um

forte potencial na indutria.

2.3 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Pollegioni, Tonin, Rosini (2015) relatam que algumas classes de fungos
produzem enzimas ligninoliticas, sendo elas: lignina peroxidade (LiP), manganes
peroxidase (MnP), peroxidases versateis (VPs) e lacases capazes de despolimerizar

a lignina em decomposicao nas paredes celulares das plantas.

As enzimas ligninoliticas secretadas por fungos predominantes da podridéao
branca séo constituidas por trés principais classes, sendo elas: a lacase, LiP e MnP
essas sao produzidas no metabolismo secundario, quando as fontes tanto de
carbono e de nitrogénio ja estao restritas (SWAMY; RAMSAY, 1999).

Uma enzima € denominada constitutiva quando ela é produzida a partir de
uma expressdo de gene relacionada ao metabolismo primario de determinado
microrganismo, enquanto que a enzima indutiva é produzida durante o metabolismo
secundario do microrganismo. Quando a producdo enzimatica acontece através de
inducdo pode ocorrer na presenca de diferentes indutores tais como, surfactantes,
acool veratrilico e entre outros. (SALDANHA et al., 2007, GIESE et al., 2004).

Dentre essas enzimas ligninoliticas, a lacase, é capaz de catalisar reacdes
de oxidacbes que quebram a estrutura da lignina (SOLARSKA et. al., 2009). Mesmo
apresentando mais dois tipos de enzimas ligninoliticas, ndo foi comprovado na
literatura que a LiP e a MnP sejam as responsaveis pela oxidacdo completa da
molécula de lignina, considerando-se que provavelmente ocorra outros tipos de

reacdes no inicio da degradacao deste polimero (BUGG et al., 2011).

2.3.1 Lacase

A lacase vem sendo estudada desde o século passado, sendo mencionada
pela primeira vez por Yoshida em 1883, descoberta na seiva da arvore japonesa
Rhus Vernicifera (GIARDINA et al., 2010). Posteriormente, em 1896, Bertrand e



Laborde certificaram que a producdo de lacase se dava por algumas espécies de
fungos. (MADHAVI e LELE, 2009).

As lacases de fungos sao constituidas por uma cadeia polipeptidica com
520-550 aminoacidos aproximadamente. Essas lacases sao proteinas monoméricas
extracelulares que apresentam um ponto isoelétrico (SITARZ, MIKKELSEN, MEYER,
2016).

Lacase (EC 1.10.3.2) séo fendis oxidases, também denominada de polifenol-
oxidases que contém multiplos atomos de cobre (LOMASCOLO et al.,, 2003),
classificadas como cuproproteinas, fazendo parte de um pequeno grupo de enzimas
denominadas oxidases azuis (TOLEDO, 2008) e que s&o capazes de oxidar
compostos fendlicos, reduzindo o oxigénio a agua, a partir da retirada de um elétron
do substrato aromatico, produzindo radicais fenoxilicos (BETTIN et al, 2014). Quase
todas as lacases fungicas sdo mondmeros ou dimeros e apresentam grau de
glicosilacéo variando entre 10 e 25%, contribuindo, assim, para a estabilidade da
enzima (JUNIOR, 2010).

A lacase apresenta um sistema denomidado de lacase-mediador, o qual &
de grande desempenho para biotransformar a lignina (figura 7). Um composto
guimico pequeno é denominado de mediador. O sitio ativo é o portador de elétron
entre a enzima e o substrato. No inicio da reacdo, o mediador é oxidado para
intermediario e apds a reacao controlada, o mediador oxidado se afasta da enzima.
O substrato € oxidado pelo intermediario que ndo pode ser oxidado diretamente pelo
mediador (CHRISTOPHER, YAO, JI, 2014).

Figura 7 — Mecanismo proposto para oxidac&o de substrato

O, . , Lacase ~ , Mediadoro _~ Substrato
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Christopher, Yao, Ji (2014) — adaptado pela autora

Através do seu potencial de oxidacdo é detectada sua atividade por

espectrofotometria, visando que ela oxida substratos que na maioria das vezes sao:



guaiacol, 2,6-dimetoxifenol (468 A), siringaldazina ou o substrato nao-fendlico acido
2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfénico) (420A) e emite uma coloracédo a qual é
possivel detectar no espectro (HOFER; SCHLOSSER, 1999)

A molécula de lacase, quando se encontra na forma de holoenzima ativa
apresenta capacidade de acelerar reacdes de desmetilacdo, importantes em
processos de biodegradacdo de cadeias poliméricas. A forma de uma holoenzima
significa ser uma glicoproteina, ou seja, contem quatro atomos de cobre por
monémero, ligado a trés sitios ativos redox (figura 8) (PERALTA, SOUZA, BOER,
2004).

Figura 8 — Estrutura de coordenagdo da molécula de lacase
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Christopher, Yao, Ji (2014) — adaptado pelo autor

A producdo de lacase pode ser influenciada por alguns parametros, como
por exemplo, o tipo e a concentracdo da fonte de carbono, nitrogénio, a presenca ou
auséncia de indutores, pH, temperatura, dentre outros (STRONG E CLAUS, 2011).



Para o aumento na producdo de lacases sé&o utilizadas substancias
denominadas indutores, que podem ser compostos fendlicos ou aromaticos
relacionados a lignina ou derivados da lignina. Um mesmo indutor em uma
determinada espécie de fungo, pode aumentar a producao de lacase, mas em outras
espécies, pode ndo causar nenhum efeito (LACERDA, 2015).

Agindo como uma enzima de “ataque” no processo da degradacdo da
lignina, a lacase pode modificar a molécula para se obter produtos de valor
agregado mostrando entdo a sua importante funcdo (ZUCCA et al., 2011).

Alguns exemplos de fungos produtores de lacase sao: Agaricusbis porus,
Botytis cinerea, Cerrana maxima, Coprinus cinereus, Coriolopsispolyzona, Lentinus
tigrinus, Neurospora crassa, Trametes galica, Trametes hirsuta, Trametes ochracea,
Trametes versicolor, Trametes villosa, Phlebia radiata, Picnoporus cinnabarius,
Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus (ALVES, 2010; GOCHEV e KRASTANOV,
2007; MOROZOVA et al., 2007).

2.3.2 Producéo de lacase

Os estudos realizados por Baptista (2012) apontam que a producdo da
enzima lacase é afetada por diversos fatores e parametros, incluindo: o pH do meio,
a presenca de indutores, a disponibilidade de fontes de carbono, a composicdo do

meio de cultura, o tempo de cultivo e a agitacao.

A producdo de lacase utilizando o processo de fermentacdo de enzimas
pode ser classificada quanto a presenca e/ou a auséncia de agua no meio de cultivo,
sendo denominadas, respectivamente, como fermentacdo submersa, fermentacao
sélida ou fermentacdo em estado solido (GERVAIS E MOLIN, 2003).

A fermentacdo submersa circunda pelo cultivo de microrganismo em meio
liquido, onde neste contém concentragdes de oxigénio adequado quando a operagéo
€ aerbbica. A fermentacdo em estado solido ocorre na auséncia de liquido e
empregando um substrato inerte como suporte solido (BRIJWANI, RIGDON,
VADLANI, 2010).



A composicdo do meio de cultivo é um fator importante na producdo da
lacase, sendo a glicose um tipo de fonte de carbono utilizada para sua producéo.
(VALLE et al, 2012).

Garcia (2006) afirma que o meio de cultivo, se estatico ou em constante
agitacdo, resulta diferentes padroes de isoenzimas de lacase, influenciando
diretamente na expressdo génica da mesma. A fonte de carbono é um fator de

extrema importancia para a producéo de lacase (THURSTON, 1994).

O pH 6timo varia entre 4 e 9, porém, as enzimas sao sensiveis a alteracdes
de pH e sdo produzidas em maior quantidade quando estdo proximas ao seu pH
otimo de atividade (MELO, MELO, ALVES, 2017). Contudo, o estudo realizado por
Batista (2009) salienta que para lacases fungicas o pH 6timo esta entre 3 e 7.

O cobre € um micronutriente presente positivamente para a maioria dos
organismos Vvivos, conhecido por estimular a producéo de lacases (VISWANATH et
al., 2008). No trabalho de Park et al (2015) para a espécie P. Coccineus do género
Pycnoporus, a adicdo de 200uM cobre aumentou a producédo de lacase de cinco

linhagens analisadas.

Bettin e colaboradores (2014) destacam que as lacases de origem fungica,
a partir das suas diferentes rotas de biossintese, podem ser classificadas como

constitutivas ou induzidas.

Produzir lacase em meio sélido geralmente proporciona a obtencdo de
maiores atividades de enzima (ALEXANDRINO et al., 2007). A producéo de lacase
em meio liquido deve ocorrer conforme o fungo consome as fontes de carbono e de
nitrogénio no meio de cultivo, contudo, a sua producéo e a sua atividade enzimatica
pode ser maior com adi¢cGes de indutores (BETTIN et al., 2014; PERALTA et al.,
2004). Nos ultimos anos diferentes indutores foram estudados, porém, ndo ha um
6timo indutor de lacase comum a todos os fungos, ou seja, ha uma variacdo de
indutor para cada fungo (STRONG E CLAUS, 2011).

A utilizagdo dos residuos agroindustriais tem sido uma alternativa para ser
usado como matrizes. A grande quantidade de atividades agricolas em constante
desenvolvimento tornam de facil acesso esses residuos para a pesquisa. Diversos
processos tém sido desenvolvidos para que seja empregada a utilizacdo de residuos

e transformando-os em compostos quimicos. Contudo, a utilizacdo de residuos



agricolas como substratos, além de ser um método econbmico, também tem
contribuido na resolucdo de problemas ambientais (ZANCAN; BARRETO,
MENEZES; 2015).

KAHRAMAN, GURDAL (2002) aponta que a lacase apresenta baixa
especificidade por substratos, assim, podem atuar sobre uma grande variedade de
compostos e séo utilizadas em varias aplicacdes biotecnoldgicas. A lacase extraida
de um fungo do género Ganoderma foi a responséavel por degradar corantes de um

efluente simulado da industria téxtil (MA et al. 2014).

2.4 BIODEGRADACAO DA LIGNINA

Segundo Otsuka et. al (2003) a etapa mais importante do processo de
degradacédo biologica da lignina € a clivagem da ligacdo arilglicerol B-aril éter,
gerarando alguns metabdlitos. Atualmente esta sendo estudada essa clivagem de

forma a aprofundar os mecanismos de acao enzimaticas neste processo.

Destaca-se que a biodegradacdo da lignina ndo gera apenas compostos

fendlicos, mas uma variaedades de substancias alifaticas (KHATAMI et al, 2019).

O trabalho de Eggert e colaboradores (1996) identificaram produtos da
biotransformacdo de uma subestrutura de modelo sintético da lignina pela lacase
produzida pelo fungo Pycnoporus cinnabarinus, na presenca do mediador 3-
hidroxiantranilato (3-HAA). Os autores utilizaram a cromatografia liquida de elta
eficiéncia (CLAE) em coluna de C;g para separagcdo dos compostos, que foram

identificados com padrdes analiticos.

Zhu e colaboradores (2017) realizaram um experimento promovendo a
biodegradacdo da lignina pela bactéria Bacillus ligniniphilus L1, onde foram
identificados 15 mondémeros fendlicos, dentre eles: acido vanilico, acido fenilacético
e acido benzdico. A identificagdo foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a

um espectrémetro de massas (GC-MS).

O estudo realizado por Li e colaboradores (2019) mostrou os metabdlitos

produzidos através do tratamento de lignina alcalina por bactérias simbiontes de



cupins. Através da analise por GC-MS foi possivel observar a producdo de uma

variedade de metabdlitos: acido benzoéico, acido vanilico entre outros.

Wang, et al.; (2018) demonstraram que muitas cepas bacterianas sao
capazes de biodegradar a lignina. Analisaram por GC-MS, CLAE, FTIR e a acao das
enzimas mostrou que o0 guaiacol e o dihidroxibenzeno foram os principais
metabdlitos intermediarios da degradacdo do &cido vanilico e do acido sérico, ja o
acido p-hidroxibenzéico foi considerado como um metabdlito intermediario

importante para a degradacdo do acido p-cumarico.

Para cada um dos possiveis metabdlitos gerados existe uma aplicacdo
diferente em diversos setores industriais, como por exemplo, o acido benzodico
possui um potencial para agente tuberculostatico, podendo ser usado na industria
farmacéutica (RANDO et al., 2002). Ja a vanilina, muito utilizada na industria de
alimento (ZHAO et al., 2018).

Os principais metabolitos que séo capazes de se obter através da
biotransformacdo da lignina (quadro 1) sdo os &acidos: benzoico, p-coumarico,
siringico, vanilico. Podendo gerar também o guaiacol e a vanilina (BUGG et al.,
2011).

Quadro 1 - Alguns metabdlitos da lignina, estruturas moleculares e aplicagdes

Metabolito Aplicacbes Estrutura molecular

Q H

Sy

Substrato para producédo de flavonas

3,4-dimetoxibenzaldeido
(NAIK; TILVE; KAMAT, 2014)

OCHs

OCHs

o

. ) Potencial agente tuberculostatico
Acido benzoico OH
(RANDO et al., 2002)




Acido fertlico

Acdo antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatoria,  antitrombose e

anticancer (OU; KWOK, 2004)

OCHs;
0]
Acéo antioxidante (BRAND- ||
Acido p-coumarico WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, /@MQH
1
995) HO
OQ}Q OH
o o Acdo antioxidante (BALASUNDRAM;
Acido siringico
SUNDRAM; SAMMAN, 2006)
H;CO CHs
OH
0
Acao antioxidante (BRAND- H OH
Acido vanilico WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995) HO
QOCH-
OH

Aplicacdes biotecnoldgicas (LI et al.,
2008) e acdo antioxidante (BRAND-

] OCH-
Guaiacol
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995)
- Inddstria alimenticia (FITZGERALD,
Vanilina

2004; ZHAO et al., 2018)

OCHs

SHIRAISHI, 2019 — adaptado pelo autor

O produto do metabolismo dos organismos sdo os denominados metabdlitos

fungico. O metabolismo priméario é o processo metabdlico essencial a funcdo dos

fungos em cultura pura.

7

Enquanto o secundario é o responsavel pelas outras




substancias, como por exemplo, as toxinas e enzimas que S&o importantes no
processo de biodegradacdo (GRIFFIN, 1993).

2.4.1 A cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE/ HPLC) na identificacao
de metabdlitos da lignina

A CLAE é um método fisico de separacgdo, no qual misturas complexas sao
fracionadas pela distribuicio em duas fases, sendo elas: fase movel e fase
estacionaria. A fase estacionaria encontra-se empacotada dentro de uma coluna. A
fase movel é a responsavel por transportar a mistura diluida em um solvente. Os
compostos de uma mistura adsorvem diferentemente na fase estacionaria, eles
migram em diferentes velocidades de forma que sdo separados ao passarem pela
coluna (COLLINS et al. 1982; MCMURRY, 2009).

Através da técnica de CLAE é possivel de separar compostos que podem
ser identificados por comparacédo de seus tempos de retengcdo com os de padrdes
analiticos.(VECHIA et. al., 2016).

Quando se tem uma mistura de substancias para serem separadas via
CLAE, € necessario desenvolver um meétodo que seja capaz de efetuar essa
separacdo de forma efetiva. Um novo método analitico desenvolvido ou com
adaptacdo necessita de um processo de avaliacdo para a sua eficiéncia, esse
processo € denominado de validacdo. O Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) define validacdo como
comprovacdo. Nesse processo de validagdo os parametros analiticos de
desempenho avaliados (caracteristicas de desempenho) séo: linearidade, preciséo,
exatiddo, faixa linear, robustez, limite de deteccdo e limite de quantificacdo
(ARAGAO, VELOSO E ANDRADE, 2009). Os parametros estudados devem ser
aplicados durante o método que esta sendo desenvolvido ou apés as adaptacdes
(ALVES et al., 2017). A validacdo de método produz resultados confiaveis, sendo de
relevancia que métodos validados sdo pré-requisitos para a certificacdo das andlises
e para o livre comércio internacional (CAMILO et al. 2008).

A técnica CLAE ja foi muito utilizada para estudo de compostos derivados da
lignina. O quadro 2 apresenta algumas metodologias encontradas na literatura
utilizando a técnica para se obter metabdlitos resultantes da biodegradacdo da
lignina (DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015).



Quadro 2 - Metodologias de andlise da lignina e seus metabdlitos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia

Substrato Eluente Coluna Referéncia
Lignina tratada por 18 fase | CHANDRA,
bactérias Citrobacter Acetonitrila e dgua (70:30), isocratico reversa (250 x | BHARAGAVA

4.6 mm) (2013)
Lignina tratada.  por 44,4 (0,196 TFA) e Metanol (0,19 TFA), S0 ZOMDax|MYCROFT et
bactéria radiente Eclipse Plus | al. (2015)
Rhodococcus 9 (Agilente)
I . " . “S Quiral” | JARAMILLO-
Igllsgr;?aosextralda de ﬁ?\xf (;I'aljj?erirgM) e Acetonitrila (TFA 1 Spherisorb (25 | CARMONA et
parg 9 X 4,6 mm) al. (2008)

DORTE, 2019 — adaptado pelo autor

Dentre os metabdlitos resultantes da biodegradacao da lignina, a vanilina e o
siringaldeido sdo substancias importantes comercialmente, porém muitos compostos
presentes na lignina ainda ndo foram descobertos, o que estimula mais estudos
(DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015).

2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL:
BASICOS

FUNDAMENTOS E CONCEITOS

O planejamento fatorial € uma técnica bastante utilizada quando se tem duas
ou mais variaveis independentes. Destaca-se por permitir avaliar simultaneamente o
efeito de um grande numero de variaveis, a partir de um numero reduzido de
ensaios experimentais (PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

Para a otimizacdo do trabalho experimental utiliza-se procedimentos
multivariados, sendo um deles o planejamento fatorial que tem por base o0s
experimentos para determinar a influéncia das variaveis sobre as respostas
desejadas; a teoria estatistica auxilia na tomada de informacdes confiaveis
diminuindo o viés do estudo, para a sua utilizacdo € necessario o conhecimento
prévio dos programas computacionais e da metodologia deste planejamento, para
realizar de forma correta (COSTA, M.C. B.; 2011).

Como conhecimento basico deve-se saber que o fator representa cada
variavel do sistema em estudo, o nivel mostra as condi¢cdes de operacdo dos fatores
de controle sendo analisadas nos experimentos, sendo identificados por (+) quando

nivel superior e (-) quando o nivel € inferior.



Este planejamento consiste em realizar, por meio de exemplos praticos, uma
discussao da interacdo das variaveis, avaliando-se a partir de um menor nimero de
experimentos os seus efeitos. As repeticbes de experimentos sdo indispensaveis
para uma efetiva resposta e para qualidade do estudo utilizando a metodologia
somada ao equipamento. Os ensaios e replicas sdo realizados de forma aleatoria,
para ndo provocar distor¢fes estatisticas e nem interferir nos resultados obtidos e
efeitos calculados. Com 0s avancos tecnoldgicos a pesquisa cientifica necessita de
ferramentas estatisticas para trabalhar com os dados e informagdes que sejam
confidveis. Principalmente na aquisicdo de parametros experimentais, pois é
imprescindivel para o trabalho cientifico. Os resultados podem ser apresentados em
superficies de resposta, destacando a regido dos fatores que conduz a uma
resposta otima (CUNICO, M. W. M. et al, 2008).

Conceicdo et. al.,, (2017) explica que modelos matematicos tém sido
utilizados para explicar respostas de reacbes bioquimicas, pois muitas vezes as
interacdes de parametros que influenciam as reacfes podem ser avaliados com uma
reducdo de numeros de ensaios utilizando um planejamento fatorial.

Uma técnica estatistica eficaz para investigar processos complexos € a
metodologia de superficie de resposta e € bastante utilizada em otimizacdo da

producédo de lacase para diversas espécies de fungos (SACCHETTO et al, 2018).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Selecionar dentre trés cepas fungicas a melhor produtora de lacase.

Otimizar a producéo de lacase pelo fungo selecionado e avaliar alguns produtos da

degradacéao da lignina.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o crescimento dos fungos: Botryosphaeria ribis, Ganoderma
lucidum e Pleurotus ostreatus, em meio sélido, na auséncia e presenca de
glucose como fonte de carbono.

Comparar a producao de lacase em meio liquido dos trés fungos, previamente
citados, apos cultivo em meio liquido presenca de lignina, sem e com glucose
como fonte de carbono.

Otimizar a producdo de lacase pelo fungo selecionado através de um
planejamento fatorial, avaliando as variaveis: concentracdo de lignina,
concentragao de extrato de levedura e tempo de cultivo.

Validar o processo de extracdo dos compostos quimicos utilizando-se os
padrdes analiticos: alcool vanilinico, acido seringico, 2,6 dimetoxibenzadico, p-
coumarico, acido ferrulico, veratraldeido e acido benzdico.

Analisar alguns metabdlitos provenientes da degradacéo da lignina por meio

da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).



4 METODOLOGIA

Um esquema das etapas desenvolvidas neste trabalho esta apresentado na
figura 9.

Figura 9 — Fluxograma geral das etapas desenvolvidas no trabalho
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4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes analiticos dos compostos 2,6-dimetoxibenzdico, acido benzoico,
acido p-coumérico, acido siringico, acido vanilico, veratraldeido e lignina, bem como
o ABTS e DMP foram obtidos da Sigma-Aldrich. O padrédo analitico de &cido ferulico
foi obtido da European Pharmacopoeia. Extrato de levedura e o Agar batata
dextrose foram obtidos da Acumedia.

4.2 OBTENCAO DOS FUNGOS

Os microrganismos estudados foram cedidos. O Botryosphaeria ribis foi
cedido pela ESALQ de Piracicaba/SP, Ganoderma lucidum pela professora Dra.
Suely Obara (UEL — Departamento de Bioquimica) e Pleurotus ostreatus pelo

professor Dr. Raul Gomes (UEL — Departamento de Tecnologia de Alimentos).

4.3 CULTIVO EM MEIO SOLIDO

4.3.1 Crescimento fungico em meio solido contendo lignina na auséncia de
glucose.

Os fungos obtidos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultivo BDA (batata, agar e dextrose). Na estufa incubadora, no escuro, e a 28°C o
B. ribis permaneceu por 5 dias, G. lucidum por 7 dias e o P. ostreatus por 12 dias.

Posteriormente, um disco de 5 mm de diametro foi inoculado em placas de
Petri contendo 20 mL de meio sélido, contendo meio minimo de sais de Vogel
(VOGEL, 1956), 1,5% (m/v) de agar e 0,5% (m/v) de lignina. Um controle foi
realizado contendo disco de micélio fungico no meio minimo de Vogel (VOGEL,
1956) e 1,5% (m/v) de &gar, sem adicdo de lignina.

A incubacéo foi realizada em estufa incubadora a 28°C, por 7 dias.

4.3.2 Crescimento fungico em meio sélido contendo lignina na presenca de
glucose.

Um disco contendo 5 mm de diametro foi inoculado em placas de Petri

contendo 20 mL de meio sélido, contendo meio minimo de Vogel (VOGEL, 1956),



1,5% (m/v) de &gar, 0,5% (m/v) de lignina e 1% (m/v) de glucose. Um controle foi
incubado paralelamente contendo a mesma composicédo, sem a adicao de lignina. A

incubacao foi realizada em estufa incubadora a 28°C, por 7 dias.

4.4 COMPARACAO DO CRESCIMENTO DOS TRES FUNGOS EM MEIO
SOLIDO

4.4.1 Avaliagéo do crescimento dos fungos

O crescimento dos microrganismos foi avaliado diariamente durante 7 dias,
utilizando-se uma régua para medir o crescimento da col6nia. O resultado constitui a
média das quatros determinacdes, conforme mostra a figura 10.

Figura 10 — Determinacdo do diametro da colénia fingica nos experimentos da avaliagéo do
crescimento dos fungos em meio sdlido

Fonte: Autoria propria

4.4.2 Taxa de inibicdo

Depois de determinadas as respectivas médias dos didmetros das coldnias

dos trés microrganismos avaliados, dos cultivos em meio solido contendo lignina



com glucose e sem glucose, estes valores foram comparados com os dos cultivos
controles (sem lignina).

Com as médias aritméticas das medidas, pode-se obter a taxa de inibi¢cdo
(%) representada pela equacgéo 1 (FRIGAS, 2002; TARIQ et. al, 2010).

(1)
Taxa de inibicdo = (1— Didmetro do tratamento) . 100%
Diametro do controle

4.4.3 Modifica¢Bes de coloracdo do meio de cultivo sélido contendo lignina

Foi analisada visualmente por um periodo de 7 dias a possivel existéncia de
modificacdo na coloracdo do meio, seja para mais clara ou até mesmo para uma

mais escura proximo ao halo de crescimento.

4.5 CULTIVO EM MEIO LIQUIDO PARA A PRODUCAO DA ENZIMA
LACASE

4.5.1 Comparacao da lacase constitutiva pelos fungos B. ribis, G. lucidum e P.
ostreatus

Os fungos foram transferidos para placas de Petri contendo BDA, mantidas a
28°C, até que as placas estivessem completamente cobertas pelas hifas.

Para se obter a lacase constitutiva produzidas pelos fungos: B. ribis, G.
lucidum e P. ostreatus, foram inoculados 4 discos de 0,5 mm contendo micélio
fungico em frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio de cultivo composto
por meio minimo de Vogel, 1% (m/v) de extrato de levedura e 1% (m/v) de glucose e
incubados em agitador orbital a 180 rpm, por um periodo de 5 dias a 28°C. Os
cultivos foram realizados em duplicatas e paralelamente com o0s respectivos
controles (sem microrganismo).

Apbs o 5° dia os cultivos foram interrompidos vertendo o meio para um tubo
Falcon, de 50 mL, centrifugados a 4°C, 8000 RPM por 15 minutos. Posteriormente,
foram filtrados sob-banho de gelo, para obter o extrato livre de células o qual foi

utilizado para quantificar a atividade enzimatica, descrita no item 4.6.



4.5.2 Comparacgao da producéao de lacase na presenca de lignina

Os fungos foram transferidos para placas de Petri contendo BDA em estufa
incubadora, no escuro, e a 28°C, até que as placas estivessem totalmente coberta
pelas hifas.

Para se obter a lacase indutiva produzidas pelos fungos: B. ribis, G. lucidum
e P. ostreatus, foram inoculados 4 discos de 0,5 mm contendo micélio fangico em
frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio de cultivo composto por meio
minimo de Vogel, 1% (m/v) de extrato de levedura, 1% (m/v) de glucose e 0,5%
(m/v) de lignina e incubados em agitador orbital a 180 rpm, por um periodo de 5 dias
a 28°C. Os cultivos foram realizadas em duplicatas e paralelamente com os
respectivos controles (sem microrganismo).

Apo6s o0 5° dia os cultivos foram interrompidos vertendo o meio para um tubo
Falcon, de 50 mL, centrifugados a 4°C, 8000 RPM por 15 minutos. Posteriormente,
foram filtrados sob-banho de gelo, para obter o extrato livre de células o qual foi

utilizado para quantificar a atividade enzimatica, descrita no item 4.6.
4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE LACASE

A guantificacdo da atividade da enzima lacase foi semelhante a de Barbosa,
Dekker e Hardy (1996). Foram utilizados dois substratos, ABTS e DMP. O
experimento foi realizado em tubos de ensaios contendo agua destilada, substrato,
solucdo tampdo citrato-fosfato e extrato livre de células (ELC), onde os tubos de
ensaio totalizavam 1 mL de solugdo. Para ABTS as quantidades dos reagentes
utilizadas estdo descritas na tabela 2 e para o DMP na tabela 3. O R representa a
amostra, sendo que a leitura foi realizada em duplicata e paralelamente, foram

realizados os controles do ELC (C,) e do substrato (Cy).



Tabela 2: Quantidade de reagente para atividade enzimética com substrato ABTS (50mm)

Componentes: R1 R2 C1 C2
Agua (uL) 775 775 825 800
Tampao pH 3 (uL) 150 150 150 150
Substrato (uL) 50 50 - 50
Enzima (pL) 25 25 25 -

Fonte: Autoria prépria

Tabela 3: Quantidade de reagente para atividade enziméatica com substrato DMP (10mm)

Componentes: R1 R2 C1 C2
Agua (uL) 725 725 825 750
Tampao pH 5 (uL) 150 150 150 150
Substrato (uL) 100 100 - 100
Enzima (uL) 25 25 25 -

Fonte: Autoria propria

Essa solucéo foi aquecida em banho maria em temperaturas distintas para
cada fungo estudado, conforme demostrado no quadro 3, durante o intervalo de 5
minutos. Posteriormente, fez-se a leitura da absorbancia em um espectrofotémetro
UV-VIS no comprimento de onda (A) 420 nm para ABTS (BOURBONNAIS; PAICE,
1990) e A= 468 para DMP (MARTINEZ et al., 2009).

Quadro 3: Temperatura necessaria para cada fungo produzir a enzima para converter um
substrato em produto.

Fungo Temperatura
B. ribis 50 °C

G. lucidum 37 °C

P. ostreatus 45 °C

Fonte: Autoria prépria

Assim, a atividade enzimatica presente no extrato é dada por U/mL. A
unidade de lacase foi definida como o humero de pmols do substrato (ABTS/ DMP)
oxidado por minuto por mL, onde se determina através da equacdo 2 (YADA
JUNIOR, 2016; SACCHETTO et al., 2018):



U AT - (AC,+AC,) 1 1
2
7= - .—.=.F4.1000

Onde U/mL corresponde a unidade de lacase por mL de substrato, AT € a
absorbéancia da amostra, AC1 é a absorbancia de C1, AC2 é a absorbancia de C2, t
€ o tempo de incubacdo (em minutos), V € o volume de enzima empregado nos
ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugcdo enzimatica quando necessario, e € € 0
coeficiente de extingdo molar do substrato (para o ABTS, £ = 36.000 mol™ cm™ e
para o0 DMP, & = 10.000 mol™ cm™).

4.7 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE UTILIZANDO-SE
PLANEJAMENTO FATORIAL

Para a otimizacao das condi¢des de cultivo, o fungo P. ostreatus foi cultivado
em BDA por 10 dias, a 28° C. Posteriormente, quatro discos de 5 mm de diametro
contendo o micélio dos fungos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 125
mL contendo 25 mL de meio nutriente minimo de Vogel com glucose (1%), variacbes
na concentracdo de extrato de levedura (0 até 4,0%), lignina (0 até 0,5%) e tempo
de cultivo (4 até 10 dias), conforme quadro 4. As culturas foram incubadas a 28 °C
num agitador rotativo a 180 rpm.

Posteriormente, os cultivos foram interrompidos de acordo com os dias
estipulados, de maneira que se verteu o meio para um tubo de plastico de 50 mL,
centrifugou a 4°C, 8000 rpm por 15 minutos. Apos esta etapa, foi filtrado em banho
de gelo, obtendo o extrato livre de células. Este foi utilizado para realizacdo da
guantificacdo da atividade enzimatica com os dois substratos ABTS e DMP,
conforme descrito no item 4.6.

Os dados acima descritos compdem o planejamento fatorial 3°, incompleto,
Box-Behnken, de trés varidveis, com 15 ensaios experimentais, realizados em
triplicata. Analises estatisticas, incluindo o grafico de Pareto e curvas de resposta

foram obtidos a partir do programa computacional Statistical0.0.



Quadro 4 — Condi¢8es no planejamento fatorial para quantificacdo da atividade de lacase pelo

substrato ABTS e DMP

Varidveis

Experimento X; X, X3

1 -1 -1 0

2 +1 -1 0

3 -1 +1 0

4 +1 +1 0

5 -1 0 -1

6 +1 0 -1

7 -1 0 +1

8 +1 0 +1

9 0 -1 -1

10 0 +1 -1

11 0 -1 +1

12 0 +1 +1

13 0 0 0

14 0 0 0

15 0 0 0

Eatores Valores Reais
-1 0 +1

X1 - Lignina (%) 0 0,25 0,5

X2 — Extrato de levedura (%) 0 2 4

X3 —Tempo (d) 4 7 10

Fonte: Autoria propria

Um novo experimento para otimizacao foi realizado, onde quatro discos de 5

mm de diametro contendo o micélio dos fungos foram transferidos para frascos de

erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio nutriente minimo de Vogel com

glucose (1%), variacdes na concentracdo de extrato de levedura (3 até 5,0%), lignina

(0,5 até 2%) e tempo de cultivo fixo 10 dias, conforme quadro 5. As culturas foram

incubadas a 28 °C num agitador rotativo a 180 rpm.

Os dados acima descritos compdem o planejamento fatorial 3%, metodologia

Box-Behnken, de duas variaveis originando-se 9 ensaios experimentais, realizados

em triplicata e o ponto central foi realizado 3 vezes, o que originou 12 ensaios.

Andlises estatisticas, incluindo o grafico de Pareto e curvas de resposta foram

obtidos a partir do programa computacional Statistical0.0.



Quadro 5 - Condi¢cGes no planejamento fatorial para quantificacdo da atividade de lacase pelo
substrato DMP

Varidveis

Experimento X; X3

1 -1 -1

2 -1 0

3 -1 +1

4 0 -1

5 0 +1

6 +1 -1

7 +1 0

8 +1 +1

9 0 0

10 0 0

11 0 0

12 0 0

Eatores Valores Reais
-1 0 +1

X1 — Lignina (%) 0,5 1,25 2,0

X2 — Extrato de levedura (%) 3,0 4,0 5,0

Fonte: Autoria propria

4.8 VALIDACAO DO RESULTADO OBTIDO PELO PLANEJAMENTO
FATORIAL

A confirmacao do método foi realizada com a producéo da enzima na melhor
concentracdo de lignina e de extrato de levedura. Essa etapa baseou-se em um
cultivo liquido de 25 mL, onde continha 4 discos de micélio fungico em frascos de
Erlenmeyers de 125 mL, meio nutriente minimo de Vogel, 1% (m/v) de glucose e
extrato de levedura, lignina nas concentracdes estabelecidas no teste de otimizacao.

Para a confirmacéo do valor real, foi interrompido o cultivo vertendo o meio
para um tubo de plastico de 50 mL, centrifugou-se a 4°C, 8000 RPM por 15 minutos.
Apos esta etapa, o cultivo foi filtrado em banho de gelo, para que se obtivesse o
extrato livre de células e assim quantificar a atividade enzimatica, conforme descrito

no item 4.6 para confirmar a producéo 6tima de lacase do fungo P. ostreatus.



4.9 EXTRACAO DOS METABOLITOS DA LIGNINA
4.9.1 Preparo dos padrdes analiticos

Foram preparados os seguintes padrdes analiticos: 2,6-dimetoxibenzdico,
acido benzoico, acido p-coumarico, acido siringico, acido vanilico, veratraldeido e
acido ferulico, em tubos tipo eppendorfs pela diluicdo de 1,00 mg de cada padrdo em
1,0 mL de Metanol grau cromatografico. Posteriormente, foram filtrados em filtros de
seringa com porosidade de 0,45 pm, armazenados em tubos vial e denominados de
solucédo “mae”. Cada solucéo dos padrdes preparados foi diluida em uma proporgéo
1:5 para posterior andlise via CLAE.

Para estudo simultaneo dos padrdes, foi preparado um mix com cada uma
das 7 solu¢des "mae"”. Em um vial adicionou-se 0,1 mL de cada solucdo “mae” e 0,3
mL de metanol, totalizando 1 mL de solugéo. Assim, a concentracdo de cada padréo

passou a ser de 0,1 mg/mL.
4.9.2 Extracao particao liquido-liquido

Foram submetidos a extracdo liquido-liquido, amostras produzidas de

acordo com as condicfes descritas no tem 4.8, sendo elas:

1. Amostra real, obtida a partir de cultivos nas condicdes otimas (25 mL
de meio nutriente minimo de Vogel, 0,875% (m/v) de lignina, 4,5% (m/v) de
extrato de levedura e 1% (m/v) de glucose). Esta amostra foi obtida em
duplicata para teste de extracdo com e sem acido.

2. Controle - Amostras de controle bidtico sem lignina (meio de cultivo
sem lignina)

3. Branco - Amostras de controle abidtico com lignina (apenas meio de

cultivo)

O extrato livre de células (item 4.6) de cada uma das 3 amostras acima
descritas, foi extraido por particdo liquido-liquido com o solvente acetato de etila
(1:1) e posteriormente seco em rotaevaporador. Para tal, 25mL de acetato de etila

foi adicionado a 25mL do extrato, em funil de separacdo de 125mL. Foram



realizadas 3 extracfes com 10 agitacdes manuais cada. Apds cada adicdo de
solvente, o funil foi deixado em descanso por 2 minutos e coletada a fracéo inferior.
Uma das duplicatas da amostra 1 (amostra real) foi acidificada (pH 1-2)
utilizando &cido cloridrico, HCI (40%) (Jokela et al.,1985) e posteriormente extraido
por particdo liquido—liquido com acetato de etila, conforme descrito acima.
As amostras obtidas foram submetidas a analise por CLAE conforme o item
4.10.

4.9.3 Validacao da extracéao

A validacdo da extracao foi realizada para a amostra 1 (Amostra real) com e
sem acido e para a amostra 3 (Branco: Amostras de controle abiético com lignina -
meio de cultivo e lignina).

Ao extrato livre de células dessas amostras, foram adicionados 3
concentragbes (0,05; 0,10; 0,15 mg/mL) do mix de padrbes preparados conforme
descrito no item 4.9.1.

Apés 10 minutos da adicdo dos padrdes extraiu-se o meio por particdo
liquido-liquido usando solvente acetato de etila (1:1) conforme descrito no item 4.9.2.

A porcentagem de extracdo foi calculada levando-se em consideracdo a

amostra real e o controle, de acordo com a equacao 3.

% de extracdo = (Amostra real — Branco) * 100.

Isso foi realizado para que fosse possivel estudar a acédo real do fungo na
biotransformacéao da lignina.

As amostras obtidas foram submetidas a analise por CLAE conforme o item

4.10 DESENVOLVIMENTO DO METQDO PARA ANALISE DOS METABOLITOS
PROVENIENTE DA BIODEGRADACAO DA LIGNINA POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para analise dos metabdlitos provenientes da biodegradacédo da lignina por
CLAE, foi necessério inicialmente encontrar um método eficiente para a separacéo

dos 7 padrbes estudados: alcool vanilinico, acido seringico, 2,6 dimetoxibenzéico, p-



coumarico, acido ferulico, veratraldeido e acido benzdico, preparados conforme o
item4.9.1.

Para o estudo foi utilizado um equipamento UHPLC UltiMate 3000 (Thermo
Scientific), com deteccdo por DAD (arranjo de diodos), e software Chromeleon,
pertencente ao Departamento de Quimica da UTFPR Londrina.

A coluna cromatografica utilizada foi a C18 Phenomenex de fase reversa, com
dimensdes de 250 x 4,6 mm. A fase mével foi composta por: solugdo A, acetonitrila
grau HPLC e solucao B, agua com 1uMol de acido trifluoracético (TFA).

O volume de amostra injetado foi de 20 uL, ao fluxo de 1mL/min. Foi realizado
um gradiente com a fase moével, conforme descrito no quadro 6. O tempo total de
analise foi de 50 minutos por amostra. Foi programado em cada corrida um tempo
adicional de 10 minutos para que fosse possivel uma limpeza da coluna e para que
as condicOes originais do gradiente fossem reestabelecidas.

Os compostos foram caracterizados pelos seus espectros na regidao do

ultravioleta, com comprimentos de onda de 220, 272, 289 e 309 nm.

Quadro 6 — Método gradiente desenvolvido para andlise dos metabdlitos proveniente da
biodegradacéo da lignina

Tempo (min) Solucdo A (Acetonitrila)  Solucéo B (TFA + Agua)
0 20 80
20 20 80
30 30 70
40 40 60
50 50 50
55 45 55
56 40 60
60 20 80

Fonte: Autoria propria



4.10.1 Curva de calibracao

Para a construcdo da curva de calibracdo foram preparadas 4
concentracOes diferentes do mix de padrdes, a partir da solugéo "mae", sendo essas
concentragdes: 0,005; 0,05; 0,01; 0,10 mg/mL. As curvas foram injetadas conforme

condicOes acima descritas.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlise do crescimento micelial

A analise do crescimento micelial foi realizada através das médias, em
centimetros, diarias do desenvolvimento do halo dos 3 fungos estudados: B. ribis, G.
lucidum e P. ostreatus. Essa analise foi realizada com dois tipos de meio de cultivo:

um apresentava-se glucose enquanto o outro obtinha a auséncia de glucose.

O meio de cultivo que apresentava glucose continha-se duas fontes de
carbono para o desenvolvimento do fungo, sendo a glucose e a presencga de lignina,
ja 0 meio com a auséncia de glucose apresentava somente a lignina, ou seja, uma
Unica fonte de carbono disponivel. A figura 11 apresenta o desenvolvimento dos
fungos durante os 7 dias estudados, nos dois meios de cultivos e uma comparagao
de crescimento com o controle, cujo meio ndo apresentava a variavel de estudo
(lignina).Pode-se observar que os fungos estudados apresentaram comportamentos

diferentes.

O fungo B. ribis apresentou um crescimento mais rapido, nos dois meios de
cultivos, comparados com os demais fungos estudados. Apresentou um crescimento
de 4 cm no 7° dia na auséncia de glucose, sendo mais rapido em meio de cultivo
contendo duas fontes de carbono (glucose e lignina) alcancando 9 cm no 7° dia. O
controle, contendo auséncia de lignina e glucose, cresceu no 6° dia 9 cm, contudo
no controle, meio com auséncia de lignina, foi 0 que apresentou um maior
crescimento, ocupando a placa por um todo (9 cm) no 4° dia de crescimento,
comparado com os meios de cultivos estudados.

O fungo G. lucidum apresentou um crescimento semelhante entre os meios
estudados. Indicando um melhor crescimento sendo de 4,01cm no 7° dia com uma
Unica fonte de carbono (lignina), na presenca de duas atingiu 3,20cm no 7° dia,
sendo que cresceu 20% a menos. JA comparado com 0s controles, estes se
desenvolveram melhor. No controle com glucose obteve 5,27 cm no 7° dia, sem
glucose obteve 5,4 cm. Podendo indicar que o fungo teve uma maior afinidade com

0 meio de cultivo contendo somente lignina.



Figura 11 — Comparacdo do crescimento da col6nia fungica dos fungos (A) B. ribis, (B) G.
Lucidum e (C) P. ostratus durante 7 dias.
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Fonte: Autoria propria



Os trés fungos estudados cresceram em todos os meios de cultivo, mas é
possivel notar que a presenca de glucose apresenta-se importancia para o melhor
desenvolvimento dos fungos B.ribis e P.ostreatus, isso sugere que o fungo necessita
de uma fonte de carbono de mais facil acesso para se desenvolver inicialmente e se
expandir, usufruindo posteriormente da fonte mais complexa, como a lignina.

A presenca de glucose também torna, visivelmente, os fungos mais densos,

conforme a figura 12.

Figura 12 — Comparacdo do micélio em meio de cultivo contendo (A) glucose e (B) ausencia

glucose, para os fungos (a) B. ribis; (b) G.lucidum; (c) P. ostreatus
— —

Fonte: Autoria propria '

5. 2 ANALISE DA TAXA DE INIBICAO

A taxa de inibicdo foi calculada comparando-se o didametro micelial do
tratamento com o do controle (o controle de ambos os testes ndo apresentam
lignina). A porcentagem de inibicdo, esta descrito na tabela 4. Os 3 fungos
apresentaram taxa de inibicdo bem distintas, ou seja, onde o B. ribis cresceu de
forma mais rapida, atingindo 9 cm no 7° dia (com glucose), 4 cm no 7° dia (sem
glucose) e o P. ostreatus de forma mais lenta atingido 3,64 cm (com glucose) e 2,76
cm (sem glucose).



Tabela 4 — Comparacéo da taxa de inibicdo dos fungos B. ribis; (b) G.lucidum; (c) P. ostreatus
no meio de cultivo com presenca de glucose e auséncia de glucose.

Média do crescimento da col6nia flingica no cultivo com auséncia de glucose e presenca

de lignina
Média (cm)* Controle (cm) sem % de
glucose e sem lignina inibicdo
B. ribis 4,00 (+ 0,19) 9,0 (x0,0) 55,55
Ganoderma 4,01 (x 0,01) 5,4 (£ 0,0) 25,74
P. ostreatus 2,76 (£ 0,01) 3,05 (£ 0,0) 19,34

Média do crescimento da colbnia fangica no cultivo contendo glucose e lignina

Média (cm)* Controle (cm) com % de

glucose e sem lignina inibicdo
B. ribis 9,00 (= 0,0) 9,00 (£ 0,0) 0,00
Ganoderma 3,20 (x 0,12) 5,27 (+ 0,0) 39,27
P. ostreatus 3,64 (+ 0,13) 3,75 (£ 0,0) 2,90

*média do crescimento da coldnia fungica no 7° dia.
Fonte: Autoria propria

Com os valores da taxa de inibicdo apresentadas na tabela 4 pode-se
observar que os fungos cresceram mais no meio de cultivo contendo duas fontes de
carbono, como por exemplo, o B. ribis ndo apresentou porcentagem de inibicao, ou
seja, ele cresceu ate que ocupasse a placa por um todo (100%) enquanto o P.

ostreatus cresceu 97,1%, ou seja, inibiu pouco.

Segundo Birolli et. at. (2014), fungos que nédo apresentam taxa de inibicdo
possuem uma facilidade de crescimento em meio de cultivo contendo lignina, o que
indica que esses microrganismos apresentam capacidade de quebrar a matriz

ligninolitica.

Ja no meio de cultivo contendo somente uma fonte de carbono (lignina) os
fungos tiveram uma maior taxa de inibicdo, ou seja, apresentaram um menor

crescimento o que pode indicar que algo estava deficiente no meio de cultivo.

7

A taxa de crescimento é o inverso da de inibicdo, ou seja, aquele

microrganismo que mais inibi menos cresce.

Através desses célculos é possivel observar que a glucose passa a ser
essencial para o melhor desenvolvimento inicial do fungo, pois no experimento na
presenca de glucose todos os fungos estudados: B.ribis, G. lucidum, P. ostreatus

obtiveram uma menor taxa de inibicdo, sendo 0%; 39,27% e 2,9% respectivamente e



por tanto uma maior taxa de crescimento sendo: 100%, 60,93% e 97%

respectivamente.

5.3 ANALISE DAS MODIFICACOES NO MEIO SOLIDO

Dentre os fungos estudados o P.ostreatus modificou a coloracao inicial de
ambos meios de cultivo (figura 13). O microrganismo produziu um halo de coloracéo
vermelho escuro, apenas nas placas dos cultivos, exceto no controle, o que pode ser
um indicativo da biotranformacgéo da lignina. Esse halo comeca a ser observado no
4° dia de crescimento e assim a cada dia havia a progressao e se tornava mais

nitido a coloragao escura.

Segundo EASTWOOD et al. (2011) essa mudanca de coloracédo pode ser
resultante de pigmentos da lignina ou entdo metabolitos do polimero.

Figura 13 — Formac&o do halo de coloragdo vermelho escuro pelo fungo P. ostreatus (A) na
auséncia de glucose; (B) na presenca de glucose.

(A)

Fonte: Autoria prépria



5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA DA LACASE INDUTIVA E CONSTITUTIVA

A atividade da enzima lacase foi realizada com os fungos B.ribis, G.lucidum
e P.ostreatus para que se pudesse escolher o melhor produtor de lacase na
presenca de lignina. Para isso foi realizado o teste de lacase constitutiva, ou seja,
para que pudéssemos ter o valor de lacase produzida pelo fungo sem indutor e o
teste para lacase indutiva, visando obter um maior valor de atividade enzimatica na
presenca da lignina. O uso de indutor na producédo de lacase é para que aumente a
producao da mesma (LACERDA, 2015).

A atividade da enzima foi calculada no 5° dia de cultivo e foi analisada na

presenca de dois substratos, sendo eles: ABTS e DMP, conforme a tabela 5.

Tabela 5 — Atividade enzimatica da enzima lacase (A) constitutiva e (B) indutiva dos fungos B.
ribis, G. lucidum, P. ostreatus.

(B) Lacase indutiva —

(A) Lacase contitutiva — Presenca de
Auséncia de lignina lignina

DMP ABTS

Microganismo | ABTS (U/mL) | (U/mL) (U/mL) | DMP (U/mL)

B. ribis 0,14 0,05 0,00 0,00
G. lucidum 0,00 0,00 0,00 0,00
P. ostreatus 3,90 1,20 4,90 1,90

Fonte: Autoria propria

Na presenca do substrato ABTS houve uma maior quantificacdo da enzima

do que na presenca do substrato DMP, tanto na presenca do indutor ou néo.

No substrato ABTS, o fungo B. ribis produz 0,14 U/mL de lacase constitutiva
e nha presenca da lignina ndo foi possivel produzir nessas condi¢cdes de estudo.
Nesse caso o0 indutor pode ter inibido a producédo. Ja o fungo G. lucidum nessas
condicbes de estudo ndo produziu lacase. O P. ostreatus produziu 3,9 U/mL de
lacase constitutiva e houve um aumento dessa producéo com a presencga do indutor,

ou seja, produziu 4,9 U/mL.



Para o substrato DMP o Unico fungo que apresentou atividade de lacase
significativa foi o P.ostreatus, sendo 1,2 U/mL de lacase constitutiva e 1,9 U/mL de

lacase indutiva.

O fungo P. ostreatus foi selecionado para as demais analise devido ter se
desenvolvido 97,1%, apresentando uma modificacdo na coloracdo do meio de

cultivo e na atividade enzimética com inducéo.

5.5 AVALIACAO DA LIGNINA COMO AGENTE INDUTOR DE LACASE PARA
O Pleurotus ostreatus NA PRESECA DE LIGNINA

A produgéo da atividade de lacase foi otimizada para o fungo P. ostreatus
com base na metodologia de superficie de respostas usando concentracdes
diferentes de extrato de levedura (0; 2 e 4%) lignina (0; 0,25 e 0,5%) e tempo de
incubacéo (4; 7 e 10 dias). As atividades de lacase utilizando-se como substratos
ABTS e DMP. Os resultados estdo apresentados na tabela 6. A otimizacdo foi
realizada para que se pudesse obter a melhor condicdo de se produzir o pico

maximo de lacase na presenca do indutor, a lignina.



Tabela 6: Condigdes e resultados obtidos no planejamento fatorial para quantificacdo da
atividade de lacase pelo substrato ABTS e DMP

Varidveis Respostas

Experimento X, X3 ABTS DMP

1 -1 -1 0 0,113 0,067

2 +1 -1 0 0,316 1,26

3 -1 +1 0 1,58 0,04

4 +1 +1 0 1,2 1,7

5 10 -1 2,24 0,97

6 +1 0 -1 2,42 1,85

7 -1 0 +1 3,76 1,05

8 +1 0 +1 3,63 2,75

9 0 -1 -1 0,31 0,64

10 0 +1 -1 0,81 0,68

11 0 -1 +1 0,14 0,29

12 0 +1 +1 6,49 4,45

13 0 0 0 0,22 0,16

14 0 0 0 0,20 0,16

15 0 0 0 0,22 0,25

Fatores Valores Reais
-1 0 +1

X1 - Lignina (%) 0 0,25 0,5

X2 — Extrato de levedura (%) 0 2 4

X3 —Tempo (d) 4 7 10

Fonte: Autoria propria

Os resultados apresentados no gréafico de Pareto (figura 14 e 15) mostram a
importancia relativa de cada variaveis estudada. Quando a lacase foi determinada
com o substrato ABTS, com um nivel de confianca de 95%, observou-se que a
variavel X1 (lignina) ndo foi significativa. O extrato de levedura foi o fator mais

importante seguido do tempo de cultivo.

O tempo de cultivo foi a variavel que mais influenciou na producdo de
lacase, seguido do extrato de levedura. A lignina foi a variavel que menos influenciou

na producdo da mesma.



Figura 14 — Gréfico de Paretos para o substrato ABTS com as trés variaveis estudadas e
ilustrando o nivel de significancia para cada uma.
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Fonte: Programa computacional Statistical0.0 — adaptado pelo autor

A figura 15 mostra o grafico de Paretos para o substrato DMP. O nivel de

confianca € o mesmo do ABTS, 95%.

Para o substrato DMP observou-se que todas as variaveis estudadas séo

importantes para a producao da enzima.

Figura 15 — Grafico de Pareto referente aos resultados da producdo de lacase determinada
pelo substrato DMP com as trés variaveis estudadas e ilustrando o nivel de significancia para

cadauma
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Devido a interacdo entre tempo de incubacao e lignina estar abaixo do nivel
de confianca e todas as demais variaveis de estudo serem significativas, originou-se
um novo estudo para o substrato DPM, sendo este para confirmar se a lignina
induzia a produgéo de lacase.

Um novo estudo foi realizado somente para o substrato DMP e com duas
variaveis. As variaveis foram lignina e extrato de levedura, conforme tabela 7. O
tempo de incubacdo nesse planejamento passou a ser fixo em dez dias, devido a

baixa interagdo com a lignina no estudo anterior.

Tabela 7: Condicdes e resultados obtidos no planejamento fatorial para quantificacdo da
atividade de lacase pelo substrato DMP

Varidveis Respostas
Experimento X; X3 DMP
(U/mL)

1 -1 -1 4,6
2 -1 0 5
3 -1 +1 51
4 0 -1 3,1
5 0 +1 3,5
6 +1 -1 0,14
7 +1 0 0,18
8 +1 +1 0,2
9 0 0 5,4
10 0 0 5,6
11 0 0 5,6
12 0 0 5,7
Fatores Valores Reais

-1 0 +1
X1 - Lignina (%) 0,5 1,25 2,0
X2 — Extrato de levedura (%) 3,0 4,0 5,0

Fonte: Autoria propria

Através dos experimentos realizados pode-se notar que o ponto central
(experimento de 9 a 12) foi os que deram maior producdo de lacase. Originou-se um
grafico de Pareto (figura 16) para que pudesse analisar a importancia relativa das

variaveis.



Figura 16 — Gréfico de Paretos para DPM com as duas variaveis estudadas e ilustrando o nivel
de significancia para cada uma.
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Com essa nova condicdo de estudo, foi possivel observar que a lignina é o
fator mais significativo para producéo de lacase, ou seja, ela induz a producao de

lacase, quando a atividade foi determinada pelo substrato DMP.

Na analise dos dois substratos (ABTS, DMP) nas mesmas condi¢oes, foi
possivel notar a producdo de enzima, gerando uma possivel indicacdo da producéo
de isoenzimas de lacase pelo fungo estudado. Portando para o substrato DMP uma
das variaveis de estudo, a lignina, induziu a producéo de enzima lacase, mostrando
gue essas enzimas podem ter afinidade especificas por determinados substratos,
ABTS, DMP, guaiacol, dentre outros. Conforme relatos de Viswanath e
colaboradores (2008), a producdo de isoenzimas de lacase € comum em fungos
ligninoliticos.

Tunes et al. (2011) descreve isoenzimas como variacbes de uma dada
enzima dentro de um organismo, que apresentam uma mesma especificidade de
substrato.

Foi possivel obter a superficie de resposta (figura 17) para o substrato DMP,

onde se se estima a maxima atividade de lacase em 5,73 U/mL.



Figura 17 — Gréfico de superficie de resposta com duas variaveis, sendo lignina e extrato de
levedura.
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Fonte: Programa computacional Statistical0.0 — adaptado pelo autor

Para se obter a maior producdo de lacase ficou definido as seguintes

condicbes: 0,875 de lignina, 4,5% de extrato de levedura e 10 dias de cultivo a 180
RPM, conforme monstra na figura 18.

Figura 18 — Melhor cocentracdo dos componentes do meio de cultivo para a producéo étimade
lacase
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5.6 VALIDACAO DOS RESULTADOS

ApGs obter a concentracdo ideal para a maior producao da enzima lacase,
foi realizado laboratorial para que se confirmem as concentracdes. Estas
concentragdes sao: 4,5% de extrato de levedura e 0,875% para lignina e um tempo
fixo de 10 dias. A atividade enzimética produzida foi de 5,68 (+0,03), demonstrando

gue as concentracdes das variaveis sdo de confianca.

5.7 DESENVOLVIMENTO DO METODO CLAE

As condicbes cromatograficas escolhidas mostraram-se adequadas para
identificar os possiveis metabdlitos provenientes da biotrasnformagéo da lignina. Os
padrdes analiticos, descritos no quadro 7, sdo possiveis metabdlitos formados da
degradacao da lignina. Uma solucdo contendo os 8 padrdes foi analisada conforme
a figura 15. Com a anélise foi possivel obter o tempo de retencdo de cada padréo,
assim como a area e o melhor comprimento de onda, indicando que ndo houve uma

coeluicdo de outro composto.

Quadro 7 - Tempo de retencéo e &rea para cada padréo na condigcdo estudada.

Tempo de Area
Padrbes retencao

Alcool Vanilinico A (220) 4,807 19,23
Acido Siringico A (220) 6,867 70,77
p-coumarico A (309) 10,840 124,96

2,6 dimetoxibenzdico A (220) 13,417 9,43
Acido Ferulico A A (309) 12,747 89,16

Acido Fertlico B A (220) 14,683 8,99

Acido Benzdico A (220) 21,057 28,5
Veratraldeido A (272) 22,690 136,84

Fonte: Autoria prépria



Figura 19 - Cromatograma com o mix de padrGes dos possiveis metabolitos da
biotransformagdo da lignina: Alcool Vanilitico, Acido Siringico, Acido p-coumarico, Acido
Feralico A e B, Acido 2,6 dimetoxibenzdico, Acido Benzdico e Veratraldeido.
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Fonte: Autoria prépria
5.8 CURVA DE CALIBRACAO

A curva de calibracdo é de suma importancia para avaliar a linearidade do
método, a qual foi avaliada a partir de 4 concentracdes diferentes, para os 7 padrdes
analiticos estudados. As concentracdes foram: 0,005; 0,01; 0,05; 0,10 mg/mL.

Na tabela 8 estdo indicados os comprimentos de onda que resultaram em
uma maior absorbancia para cada um dos padroes.

O coeficiente de correlacdo (R2) da curva analitica, que € uma maneira de
medir a qualidade do ajuste linear, foi considerado bom (tabela 8), pois quanto mais
proximo de 1, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais (FILHO et al.
, 2011).



Tabela 8 — Resultado da curva de calibracdo para os padrbes estudados, coeficiente de
correlacdo e equacdo da reta, individual.

Padréo analitico A (nm) Equacédo dareta R2
Ac. 2,6-dimetilbenz. 220 y = 0,0018x — 0,0006 0,9959
Acido Benzoico 220 y = 0,0005x — 0,0003 0,9976
Acido Ferulico A 309 y = 0,0008x + 0,0006 0,9990
Acido Ferulico B 220 y = 0,0004x% — 0,0008x + 0,0068 0,9963
Acido Siringico 220 y = 0,0006x — 0,0002 0,9977
Acido Vanilico 220 y = 0,0016x — 0,0016 0,9968
Acido p-coumarico 309 y = 0,0005x + 0,0008 0,9989
Veratraldeido 272 y = 0,0006x — 0,00009 0,9981

Fonte: Autoria préopria

Todos os valores do estudo encontram-se de acordo com o que a ANVISA
recomenda, ou seja, os coeficientes maior ou igual a 0,99, portanto considera-se
linear.

A analise individual do padrdo acido Ferudlico indicou a presenca de dois
picos (T.R. 12,747 min e T.R. 14,683 min). Isso pode indicar uma possivel
degradacéo do padrdo e resultante formacédo de seus monémeros. Por este motivo,
neste trabalho indicamos os dois picos como Ferulico A (12,747 min) e Ferulico B
(14,683 min).

5.9. ENSAIO DE RECUPERACAO

O estudo de recuperacdo dos 7 padrdes analiticos (sigma), foi realizado
ap6s adicdo de um mix contendo os mesmos em trés diferentes concentracdes
(0,05; 0,10; 0,15 mg/mL), ao extrato livre de células, seguindo com a extracao por
particdo liquido-liquido com o solvente acetato de etila (1:1).

Foram analisadas a amostra 1 (Amostra real) com e sem acido e a amostra
3 (Branco: Amostras de controle abiético com lignina - meio de cultivo e lignina). A
amostra sem acido foi nomeada como A e a amostra com &cido foi nomeada como
B. O percentual de recuperagdo dos padrdes foi calculado pela equagao 2 e os
resultados apresentados no quadro 8. Os valores foram calculados através do

software Chromeleon.



Quadro 8 — Ensaio de Recuperacao em trés concentragdes (0,05; 0,10; 0,15 mg/mL) de mix de
padrdes analiticos* nas amostra real sem &cido (A) e com é&cido (B)

% recuperagao % recuperagéo
Amostra A** Amostra B***
[0,10 [0,15 [0,05mg/mL] [0,10 [0,15
Padrbes* [0,05mg/mL] | mg/mL] | mg/mL] mg/mL] mg/mL]
2,73 * 58 (£1,2) 60,93
Alcool Vanilinico A (220) * * (£0,01) (x0,8)
Acido Siringico A (220) * * * * * *
p-coumarico A (309) * * * * * *
29,3 24,68 94,2(+1,0) 10,45 *
2,6 dimetoxibenzdico A (220) | 23,06 (+0,1) | (20,2) (£0,3) (£0,3)
Acido Ferdlico A A (309) * * * * * *
5,86 20,88 * * 68 (£2,3)
Acido Ferdlico B A (220) 0 (£0,1) (£0,2)
7,5 * * 1,13
Acido Benzoico A (220) 9,2 (#0,12) | (x0,1) | 7,2(x0,2) (£0,1)
43,15 9,6 (#0,2) | 7,0 (x0,1) 6,46
Veratraldeido A (272) 41,46 (x0,3) | (x0,2) |45,11(x0,3) (x0,05)

*Amostra A - Amostra real sem acidificar
***Amostra B — Amostra real acidificada
Fonte: Autoria propria

Os resultados do quadro 8 indicam que a acidificacdo da amostra nao

alterou a quantidade de compostos extraidos. Para ambas amostras, com e sem
acido, foram recuperados apenas 5 dos 7 padrbes adicionados, sendo eles alcool
vanilinico, acido 2,6 dimetoxibenzoico, acido ferdlico B, acido benzoéico e

veratraldeido.

O ensaio em meio acido resultou em uma emulsdo muito dificil de ser
separada, o que provavelmente prejudicou a extracdo eficiente dos padrées. O
resultado para a menor concentracdo estudada do acido 2,6 dimetoxibenzoico néo

parece correto, podendo ter sido influenciado por algum fator desconhecido.

Para a amostra sem a presenca do acido, observa-se uma melhor
recuperacdo mesmo para baixas concentracdes (de 9,2 a 41,46 mg/mL). Para a
concentracdo intermediaria a recuperacado variou entre 5,86 a 43,15 mg/mL e para a
maior concentracdo a variagao foi de 2,73 a 45,11 mg/mL. A melhor recuperacéo foi

obtida para o composto veratraldeido.



5.10 ANALISE DA LIGNINA

A lignina (sigma) utilizada para o preparo da amostra real foi também
estudada separadamente. Para tal, foi dissolvida em metanol (70 MeOH:30 H,0) e
analisada por CLAE. Foram analisados os cromatogramas nos 3 comprimentos de
onda (220, 272 e 309 nm) que resultaram em uma maior absorbéancia para os
padrbes estudados (conforme tabela 9). Em 220 nm foi possivel observar a
formacao de 27 picos. em 272 nm observou-se 18 picos e em 309 nm, 17 picos. Os
resultados estéo no tabela 9.

Nenhum dos tempos de retencéao dos padrbes estudados foram coincidentes
com o obtidos para a lignina. Isso indica que os mondmeros estudados (alcool
vanilinico, acido 2,6 dimetoxibenzadico, acido ferulico, acido benzdico e veratraldeido,
acido siringico, acido para-coumarico) ndo estavam originalmente presentes na

lignina.

Tabela 9 — Analise da lignina: tempo de retencdo (min) e &rea de cada pico (mAu/min) em 3
comprimentos de onda (220, 272 e 309)

PICOS A220 A272 A309
- TR AREA TR AREA(MAU/min) TR AREA
(mAU/min)
1 2,047 0,6199 2,517 0,1213 2,517 | 0,1938
2 2,227 0,2491 2,653 0,1935 2,653 | 0,1371
3 2,660 1,1498 3,283 0,6363 2,793 | 0,0831
4 2,833 0,0244 3,570 0,9558 3,283 | 0,2946
5 3,280 3,5806 4,007 0,1073 3,570 | 0,9616
6 3,507 0,1169 4,403 0,2346 3,997 | 0,0849
7 3,573 0,8667 4,650 0,5093 4,703 | 0,3271
8 4,010 0,3082 4,907 0,1430 4,913 | 0,2186
9 4,207 0,1198 5,217 0,8198 5,220 | 0,1573
10 4,420 1,4858 5,407 0,1000 5,513 | 0,1081
11 4,650 0,5649 5,903 0,2142 5,907 | 0,1523




12 7,763 0,0846 6,270 1,0662 6,267 | 0,9911
13 4,917 0,0525 6,917 1,3256 6,910 | 0,4651
14 5,217 52111 9,673 0,1493 7,183 | 0,1053
15 5713 0,4265 9,980 0,2604 11,480 | 2,4419
16 5,897 0,1989 11,480 2,2609 13,250 | 0,6639
17 6,267 2,7241 13,247 0,8250 19,853 | 0,4642
18 6,917 3,4147 17,620 0,3310

19 7,310 0,6478

20 7,840 1,5598

21 9,660 0,5011

22 9,987 0,4043

23 10,523 0,4498

24 11,480 2,7775

25 13,250 1,1603

26 19,907 0,3281

27 20,443 0,2326

Fonte: Autoria prépria

5.11 ANALISE DOS POSSIVEIS METABOLITOS

Para a analise da influéncia do fungo estudado na biotransformacao da lignin

e formacdo de possiveis metabdlitos, optou-se pela extracdo da mesma sem a

presenca de acido, uma vez os resultados do ensaio de recuperacgdo foram mais

expressivos.

A tabela 10 mostra os tempos de retencdo e area (mAU/min) dos possiveis

metabdlitos de biodegradacdo da lignina formados pela acdo do fungo, nos

comprimentos de onda 220, 272, 309 nm.



No comprimento de onda 220 nm foi possivel observar 9 picos (TR: 4,163;
4,487; 12,96; 18,2; 19,34; 22,887; 43,227; 45,6; 46,36) presentes somente na
amostra. Esses picos ndo aparecem nem no meio de cultivo (controle) e nem na
lignina (branco) e podem indicar a biotransformacgéo da lignina, sendo possiveis
metabdlitos. Entretanto, nenhum desses picos teve tempo de retencao coincidente
com os dos padrdes estudados.

Em contrapartida, em 220 nm um pico apresentou tempo de retencéo
concordante a um dos padrdes estudados - o alcool vanilico, com tempo de retencéo
de 4,863 min. O pico, na amostra real, neste tempo de retencdo apresentou-se com
uma area de 24,8395 (+1,5) (mAU/min). Um pico com o mesmo tempo de retencéo
também pode ser observado em menor quantidade no branco (21,0325 £3,6), e ndo
foi observado no controle (meio de cultivo com ausencia de lignina). Assim, este pico
do alcool vanilico presente na amostra real e no branco possivelmente originou-se
no processamento dos meios de cultivo, pondendo ser um indicativo que o fungo
biotransformou a lignina na amostra real, dando origem a um pico do alcool vanilico
com area de 3,807 (mAU/min) maior do que a area apresentada no branco. Os
cromatogramas que mostram este pico em destaque pode ser visto na figura 20 e
21.

Figura 20: Cromatograma da amostra real (fungo na presenca de lignina), indicando o pico do

alcool vanilico
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Figura 21: Cromatograma do branco (A) e da amostra real (B) sobrepostos, indicando o pico
do alcool vanilico presente em ambos cultivos
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Fonte: Autoria prépria

No comprimento de onda 272 nm houve a deteccao de 14 picos, sendo que
apenas 4 (TR:12,97; 18,203; 19,34; 46,38) foram encontrados apenas na amostra.
Esses picos também ndo aparecem nem no meio de cultivo e nem na lignina
(branco) e podem indicar a biotransformacdo da lignina, sendo possiveis
metabolitos. Entretanto, nenhum dos 14 picos originados teve tempo de retencéo
coincidente com os dos padrdes estudados.

Em 309 nm, foi possivel a visualizacdo de 48 picos. Dentre esses, 10 estédo
presentes somente na amostra, (T.R. 2,653; 4,163; 4,447; 5,053; 5,603; 9,447,
12,94; 35,92; 46,387; 48,583 min). Nenhum dos picos teve tempo de retencao

coincidentes aos dos padrdes estudados. No quadro 09 esta demonstrando o0s picos

encontrado nos comprimentos de onda 220,272 e 309.



Quadro 09 - Tempos de retencdo e area (mAU/min) dos possiveis metabolitos de
biodegradacdo da lignina formados pela acdo do fungo, nos comprimentos de onda 220, 272,

309 nm.
220 272 309
TR Branco | Controle | Amostra | TR Branco Controle | Amostra | TR Branco | Controle | Amostra
529,341
4,003 8,1368 | 3,3924 516,7415 5 |ee6,7977| 1947
*2,5) | (+0,5) |2353| (£61,5) |(*113,9)] (+13472)
143,383
4,163 15,185 10,4004 | 17,8432 | 8,0930 | 2,497 3
*0,57) | 3517 | (x1,4) | 1,82 | (x1,3) 12,1)
192,854 36,217
4Lr 15,6324 136,4437 3 |190,5700| 2607 | (x4
*3,7) 3,633 | (%17,6) | (£45,1) | (+30,9)
4.43 | 18,2868 2 653 51%3;3
(#3,7) 4,74 4,2526 (£84)
4,487 13,7068 3,64 ?;6515&)_’ 8’%103% ?5'5654?
1,6756 | 6,43 | (+2,3) | 20,8816 £2,5) | &0, 5,
0,6706
4,743 40,5929 55,7267 37T 1 (4 0.4)
(£15,72) 7077 | (+9,8)
4,863 | 21,0325 24,8395 22,046 3.807 8,:12915
(+3,6) *1,5) | 10,11 ( 4,7) (*2.1)
561 16,4209 | 29,0958 | 11,67 | 130,3601 4,027 1;712‘(‘)5
@21 | #41) | 7 | (+266) (x1.,0)
5,693 | 37,9454 4,163 a0
(#5,1) 12,97 20,1224 +3,
6,433 10,8313 | 23,5791 | 13,50 | 58,705 4,177
*6,11) | (x1,58) | 7 | (x10,4)
1,5738 | 2,742
7077 148,101 18,20 706761 | 4198 | G121y | 0.2
(+25,9) 3 ( 3,6)
7.797 | 24,0087 | 15,5217 657267 | 4.21 1i,529§3
*0.8) | (+3.48) 19,34 (+ 8,5) (£2.8)
0,4676
9177 28,6341 | 19,5648 14,2621 4,447 ( 0,01)
#5,01) | (+5,4) 42,66 (*3,1)




9,893 | 9,4602 1508701 | 4.6
(+1,6) 46,38 (2,1)
3,7782
1041 75,8994 4,74 s
11,68 | 154,511 1644
3 3 5,053 o
(£30,0)
12,96 43,1327 5203 249833
(£15,3) (£0,4)
1,0178
13,51 | 74 9243 558 | (105
(*12,3)
Y074 | 182,248 5,603 0,242
3 (%6,7) (1,0
18,2 146,428 5083 ‘(1;812-3%?
5 (+24,5) +1,
19,34 98,3075 6,433 3(1;,5;682)5
(+21,3) +7,
22%88 41,5982 7,067 13'3?%1
(+4,31) (*3,8)
18,886 22851
32,47 25) 9,447 oo
33%55 13,8300 011 940527
(+7,4) (=12
158,33
43}22 8,7109 11,68 N
(i0,45) 11,2)
45,6 7,6954 12,94 3(3:‘é827)5 :(LZ,2285§
(+0,64) + 6, +2,
59.172
46,36 89,8524 s | (b | 887
(i2,6) 5,34) o
17,818
1716 | /50
11,453 85.156
19.3 (x2,1) (x8,1)




29,347

5,2301

2,0)
3,3073
30343 | 00
31,083
5,4828
32463 | 7
9,1049 2,4947
33533 | (i1 (0,5)
20178 | 1,7972
34253 | (404) | (20,4
4,9041
35,143 | (0%
2,9202
35,92 oD
40,717
8,6507 1,597 (
42621 | 050 0
13,151
46,387 G20
3,0526
46513 | (*
1,05)
36249 1,4524
46,833 | (+ oy
1,03) 0,
25531
41407 | £50%)
47,693
0,7553
48,583 G 00D
1,421 2,0506
4906 1 01 (+0.2)
3,0172 1,1822
4981 1 104 (+0.3)




Fonte: Autoria prépria

50,187

1,8723
(0,3




6. CONCLUSAO

O Pleurotus ostreatus foi selecionado como o melhor produtor de lacase na
presenca de lignina. O extrato de levedura seguido do tempo de cultivo foram as
variaveis que mais influenciaram a producéo de lacase determinada pelo ABTS. A
lignina foi a principal variavel que estimulou a producdo desta polifenol oxidase
utilizando-se o DMP como substrato. O 6timo da producao de lacase (5,73 U/mL) foi
obtido utilizando-se 0,87 g% de lignina e 4,5 g% de extrato de levedura, em 10 dias
de cultivo. Nas andlises por CLAE houve o aparecimento de varios picos presentes
na amostra que possivelmente sdo metabdlitos da lignina. Entretanto, apenas um
pico teve tempo de retencdo semelhante a um dos padrdes estudados: o alcool
vanilinico. Isso indica que possivelmente o fungo foi capaz de biotransformar a

lignina dando origem a esse composto.
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