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RESUMO 

FRANCO, Paula Consoli Ireno. Otimização da produção de lacase pelo Pleurotus 
ostreatus na presença de lignina e análise de metabólitos por CLAE. 2019. 95 

folhas. Dissertação de Mestrado (Programa de Pós Graduação em Engenharia 
Ambiental) – Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Londrina, 2019. 
 

O desenvolvimento de novos processos biotecnológicos se faz necessário 
para agregar valor à lignina, que é um biopolímero natural e renovável, presente na 
parede celular das plantas, e constituído por resíduos de compostos  aromáticos e 
fenólicos.  Fungos decompositores de madeira, tanto basidiomicetos como 
ascomicetos são produtores de enzimas ligninolíticas, que catalisam a degradação 
da lignina através de despolimerização oxidativa. A biodegradação da lignina em 
seus compostos constituintes agrega valor a ela, porque diferentes produtos são 
úteis para várias indústrias. 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 ligninolítica, que colabora na biodegradação da 
lignina. O P. ostreatus produziu os maiores títulos de lacase, e foi selecionado para 
otimizar a produção desta enzima por um planejamento estatístico fatorial 33, 
avaliando-se as variáveis: concentração de lignina (0 a 0,25 % m/v); concentração 
de extrato de levedura (0 a 4 % m/v) e tempo de cultivo (4 a 10 dias). A lignina foi a 
principal variável que estimulou a produção de lacase, quando a atividade foi 
determinada com 2,6-dimetoxifenol (DMP) como substrato. O ótimo da produção 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 
após o cultivo do fungo, nas condições otimizadas foi tratado por partição líquido-
líquido com acetato de etila, para a determinação dos produtos de degradação da 
lignina por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O procedimento de 
extração líquido-líquido foi validado usando padrões analíticos. Os produtos de 
degradação 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 presença de vários picos e as amostras estão sendo 
identificadas.  

 
Palavras-chave: Lignina; Fungos ligninolíticos, Compostos aromáticos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 
 FRANCO, Paula Consoli Ireno. Optimization of lacase production by Pleurotus 
ostreatus in the presente of liginin and analysis of metabolites by HPLC. 2019. 
95 folhas. Dissertação de Mestrado (Programa de Pós Graduação em Engenharia 
Ambiental) – Federal Technology University of Paraná. 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 33 factorial statistical design to evaluate the 
variables: lignin concentration (0 to 0.25 % w/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% w/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. INTRODUÇÃO 

 

Por muito tempo a madeira foi uma fonte de exploração em diversos setores 

industriais, como na construção civil e também na obtenção de energia. Dentre os 

processos industriais está a separação da celulose e da hemicelulose na produção 

de papel, que gera grande quantidade de resíduos, como por exemplo, a lignina, que 

é um dos constituintes básicos da madeira (MUÑIZ; KLOCK et al., 2005). 

 A lignina é o principal componente da parede celular de plantas lenhosas e 

sendo o segundo biopolímero mais abundante no planeta Terra, ficando atrás 

somente da celulose. Apesar disso, a lignina possui um potencial não explorado 

como fonte vegetal renovável (ABDELAZIZ et al., 2016).  

A quantidade de lignina gerada pelas indústrias papeleiras gira em torno de 

70 milhões de toneladas por ano (LU et al., 2017). Este valor tende a aumentar com 

o aumento de biorrefinarias, pois pretendem substituir matérias-primas fósseis pela 

biomassa lignocelulósica, apresentando uma forma alternativa de produzir produtos 

químicos por via biológica (CHRISTOPHER; YAO E JI, 2014). Apenas 2% de lignina 

estão disponíveis no mercado (vendidas como agentes de dispersão ou de ligação), 

pois a maior parte da lignina é utilizada nas indústrias 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 cenário, a recuperação da lignina pode ocorrer por 

diversos processos, sendo o processo comercial mais utilizado o Kraft, aplicado em 

indústrias polpa e papel, correspondendo cerca de 85% da lignina recuperada no 

mundo (SANTOS, RODRIGUES, MENDONÇA, 2018). 

Devido ao avanço dos processos biológicos, a biotransformação ou a 

fragmentação da lignina, significa remetê-la as reações bioquímicas realizadas por 

agentes biológicos e enzimas capazes de converter um determinado substrato em 

um ou mais produtos, gerando monômeros, dímeros ou trímeros de compostos 

fenólicos (CHRISTOPHER; YAO E JI, 2014).  

Os metabólitos produzidos através da biotransformação da lignina possuem 

diversas aplicações industriais, como por exemplo, o ácido benzóico que é uma 



substância comumente usada na indústria alimentícia e apresenta um potencial de 

uso como agente antimicrobiano, além de vários outros compostos, tradicionalmente 

obtidos de fontes não renováveis (QIN et al., 2018; WEI et al., 2018). 

Há uma grande oportunidade, que visa a conversão biológica da lignina, pois 

é uma técnica de baixo custo e pode garantir uma finalidade para a lignina, 

diminuindo a dependência dos recursos fósseis.  

Os fungos são os principais agentes na biotransformação da matéria 

orgânica, onde os basidiomicetos são conhecidos como agentes capazes de 

degradar a madeira. Entre eles destacam-se os fungos que causam podridão 

marrom (que degradam os polissacarídeos da madeira após uma modificação 

parcial da lignina) e os que promovem a podridão branca (que desenvolvem 

mecanismos não específicos, através de enzimas extracelulares, para promover a 

modificação da lignina) (MENEZES, BARRETO, 2015). 

A biovalorização da lignina utilizando enzimas que promovem a degradação 

biológica é uma área que vem sendo bastante estudada. As lacases, enzimas 

produzidas por fungos que causam podridão branca, estão envolvidas na 

degradação da lignina oxidando estruturas fenólicas e catalisando a geração de 

radicais altamente reativos (ALCALDE, BULTER e ARNOLD, 2002). 

Se faz necessário pesquisas que desenvolvam novas tecnologias para  

recuperar e agregar valor à lignina, pois a sua utilização em diversos setores como 

um biopolimero de baixo custo, renovável, pode ser economicamente viável 

(CHRISTOPHER; YAO E JI et. al., 2014). 

Portanto, neste trabalho foram avaliados e comparados três diferentes 

fungos como produtores de lacase, para avaliar se a lignina pode atuar como 

indutora desta enzima, visando futuramente utilizá-lo para biodegradar a lignina em 

compostos aromáticos, para possível utilização nos setores das indústrias 

alimentícias, cosméticas, dentre outras.  

 

 

 

 



2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 COMPONENTES DA MADEIRA 

 

A madeira apresenta uma gama de componentes químicos que podem ser 

agrupados em proteínas, carboidratos, terpenos e terpenóides, ácidos alifáticos, 

substâncias fenólicas, aldeídos, alcoóis, alcalóides, hidrocarbonetos, entre outros 

(RAVEN, 2001; NULTSCH, 2005). No entanto, a parcela significativa da composição 

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 

é o polissacarídeo mais abundante, sendo constituída por uma cadeia linear de β-

glicose ligados por ligações glicosídicas β(1-4). A formação da celulose ocorre 

através de reações sucessivas de condensação que envolve grupos OH do carbono 

1 de uma β-D-glicose com o carbono 4 de outra β-D-glicose, levando à formação de 

um grupo éter e à saída de uma molécula de água, conforme a figura 1.  

Das substâncias 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 – Formação da celulose pela condensação da glicose 

 

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 à 

degradação; e uma parte amorfa suscetível ao processo de degradação KUMAR; 

GAUTAM; DUTT, 2016; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; AGBOR et al., 2011). 

A hemicelulose representa de 20 a 35% do peso seco da madeira, é uma 

mistura de heteropolímeros ramificados constituídos por diferentes pentoses (D-

xilose e L-arabinose) e hexoses (D-manose, D-galactose, D-glucose), sendo a xilose 

o monossacarídeo mais abundante (LU et al., 2017). Este é constituído por 

açúcares, 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 o segundo polissacarídeo renovável 

mais abundante na natureza, ficando atrás somente da celulose (COLLINS; 

GERDAY; FELLER, 2005).  

Apresenta-se como materiais sólidos brancos, de natureza cristalina e com 

baixo grau de polimerização, devido a essas características citadas a hemicelulose 

absorve água com facilidade (Teixeira, M. B. D. et al, 2017). Nos vegetais, encontra-

se na parede celular (NULTSCH, 2005) de forma fibrosa, onde está associada ás 

fibras de celulose, conforme figura 2. 

 

Figura 2 – Fios de celulose envolvidos por hemicelulose e lignina 

 

Doherty, Mousavioun, Fellows (2011) 
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2.1.2 Lignina 

 

A lignina é um dos principais constituintes da biomassa vegetal, juntamente 

com a celulose e hemicelulose, sendo a maior fonte renovável de compostos 

fenólicos (DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015). Existe diferença entre a lignina de 

forma nativa e a lignina de forma isolada, pois a ultima pode ter sua estrutura e 

grupos funcionais modificados após o processo de extração e técnica de isolamento 

(HAO REN et al., 2013). A figura 3 demonstra a lignina nativa nas paredes celulares 

das plantas. 

 

Figura 3 – Demonstração da organização dos principais constituintes da parede celular vegetal  

 
KHATTAB; WATANABE (2019)  

 

É um biopolímero natural, heteropolimero amorfo, o segundo maior 

componente celular da madeira e o mais abundante na terra, depois da celulose 

(ABDELAZIZ et al., 2016). Encontra-se na parede celular dos vegetais, conferindo 

rigidez (MENEZES; BARRETO, 2015). É uma macromolécula sintetizada por via 

radicalar, sua composição química é composta por porções aromáticas e alifáticas, 

tornando-se uma fonte útil de obtenção de produtos químicos de valor aromático 

agregado, sendo uma alternativa às fontes petroquímicas (UZAN et al., 2009). 

A composição da lignina dependerá fortemente das espécies vegetais, visto 

que esta composição é basicamente formada por unidades de fenilpropano (figura 



4), sendo o álcool ρ-cumarílico; álcool coniferílico e álcool sinapílico, dando origem a 

uma macromolécula tridimensional e amorfa, que representa cerca de 20 a 30% do 

total dos compostos lignocelulósicos. 

Figura 4 - Estruturas do álcool ρ-cumarílico (I); álcool coniferílico (II) e álcool sinapílico (III), 
precursores da lignina. 

 

I) Álcool ρ-cumarílico 

 

II) Álcool coniferílico 

 

III) Álcool sinapílico 

BRUIJNINCX et al. 2016 – adaptado pelo autor 

 

Há diferentes ligações do tipo carbono-carbono e carbono-oxigênio (figura 

5), uma vez que esta última é a predominante entre as unidades de fenilpropano. 

Devido apresentar abundantes grupos funcionais disponíveis, a lignina torna-se mais 

suscetível á modificações químicas (THAKUR; THAKUR, 2014). Portanto, a lignina 

possui diversos tipos de substruturas que se repetem de forma aleatória, e as 

ligações C-C e C-O-C são predominante. (DOHERTY; MOUSAVIOUN; FELLOWS, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 5 – Principais ligações presentes na estrutura da lignina  

 

THAKUR; THAKUR (2014) 

 

Apresentando uma estrutura química tridimensional bastante irregular, a 

lignina apresenta uma série de substruturas, entre quais a mais abundante (β-O-4) 

ocorre entre as unidades de fenilpropano (figura 6) (LU et al., 2017; SJOSTROM, 

1981). Este tipo de ligação predominante possui grande disponibilidade às 

modificações e clivagens. (CONSTANT et al., 2016).  
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Figura 6 - Ligações mais comuns entre as unidades de fenilpropano e suas proporções na 
estrutura da lignina. 
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  β-β (2 – 15%)   

Sjostrom (1981) - adaptado pelo autor 

 

As madeiras angiospermas (hardwood) e gimnospermas (softwood) 

apresentam concentrações diferentes de lignina, uma vez que, cada uma delas, 

apresenta uma porção variável dos seus principais constituintes. A hardwood 

apresenta na sua composição principalmente o álcool coniferílico e álcool sinapílico, 

enquanto que a softwood apresenta o coniferílico (BRUIJNINCX et al. 2016). 

 



A reatividade da lignina depende da forma e da composição dos grupos 

funcionais dentro das unidades monoméricas, os três tipos de grupos funcionais 

reativos de destaque são: p-hidroxifenil, ácido carboxílico e hidroxila alifática (XU, 

FERDOSIAN, 2017). As unidades de fenilpropano são altamente metoxiladas 

(presença de grupos CH3O-) sendo que na lignina kraft mais de 50% das hidroxilas 

aromáticas potencialmente reativas, podem estar metoxiladas (HU et al., 2011).  O 

nível de metoxilação pode variar conforme o tipo de madeira. Para a utilização da 

lignina é necessário que ocorra um processo de extração, onde dois desses 

processos de extrair a lignina utilizada na indústria são o processo de polpação Kraft 

e o processo de polpação sulfonada (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014).  

O processo químico de polpação Kraft resulta como subproduto a lignina 

Kraft. Atualmente esse processo vem sendo aplicado em cerca de 90% das 

indústrias papeleiras devido apresentar uma alta qualidade do produto final. A lignina 

Kraft é resultante do licor negro dissolvido na presença de Na2SO4. (SCHUTYSER et 

al., 2018).  

A lignina sulfonada são polieletrólitos aniônicos solúveis em água. No 

processo de polpação sulfonada, uma solução aquosa contendo dióxido de enxofre 

e um agente sulforoso é usado para quebrar as ligações dos polissacarídeos. Esse 

processo pode ocorrer tanto em meios alcalinos, quanto em pH neutro ou em 

condições ácida regulada pelo sal bisulfito (XU, FERDOSIAN, 2017). Independente 

do pH do meio as posições α-reativas são sulfonadas, levando a grupos benzil 

sulfonato (ARO; FATEHI, 2017). Esses grupos são os responsáveis por aumentar a 

solubilidade. O lignossulfonato resultante pode ser isolado e é geralmente obtida 

como um sal (Na+, NH3
+, Mg2

+, Ca2
+).Os lignosulfonatos têm um maior teor de 

enxofre (4-8%) em comparação com a lignina Kraft (SCHUTYSER et al., 2018; ARO; 

FATEHI, 2017, MAGINA; MARQUES; EVTUGUIN, 2015) 

A lignina pode sofrer quebras oxidativas (também chamada de 

despolimerização oxidativa) de suas ligações através da ação de fungos que são 

produtores de enzimas oxidorredutases. Embora existam diferentes microrganismos 

que produzem enzimas degradadoras de lignina, os fungos da podridão branca 

recebem um maior destaque na produção dessas enzimas. O sistema enzimático 

ligninolítico é constituído por três classes principais: lacases, manganês peroxidases 

(MnP) e lignina peroxidase (LiP) (SUKUMARAN; ABRAHAM; MATHEW, 2017). 

 



2.2 FUNGOS LIGNINOLÍTICOS  

 

A maioria dos fungos ligninolíticos pertence à classe dos ascomicetos e dos 

basidiomicetos. O primeiro grupo caracteriza-se pela formação do ascósporo 

(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 constituídos por hifas, ou seja, filamentos septados 

(GUGLIOTTA e CAPELARI, 1998; GRIFFIN,1994).  

 Essas classes de fungos vêm sendo bastante estudadas devido possuir 

grande capacidade de produzir enzimas. Os basidiomicetos são considerados os 

principais causadores do apodrecimento da madeira, pois produzem enzimas 

capazes de degradar os compostos lignocelulósicos presentes na mesma 

(GIARDINA et al., 2010; GUPTA et al., 2013).   

A biodegradação de compostos lignocelulósicos vem sendo bastante 

discutida devido seus resíduos poderem gerar energia e também levando em conta 

que são resíduos abundantes na natureza. Os organismos mais eficientes na 

degradação deste material são os fungos basidiomicetos e ascomicetos de 

degradação branca ou marrom (FERRAZ, 2010). 

Os fungos da podridão marrom são representados por cerca de 7% de todos 

os basidiomicetos degradadores da madeira. Eles se desenvolvem sobre 

gimnospermas, onde degradam os polissacarídeos da madeira após uma 

modificação parcial da lignina, o que resulta em uma coloração marrom, devido a 

lignina oxidada (BUGG et al., 2011). 

Exemplos de fungos da podridão 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 degradação da lignina, são os fungos pertencentes 

a podridão branca, pois produzem vários tipos de oxidorredutases, tendo seu 

sistema enzimático ligninolítico constituído por três classes de destaque, sendo: 

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



que resulta em uma quebra oxidativa das ligações 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 

Fungo 

Degradação 

da lignina 

(%) 

Enzimas 
Referências 

 

Anthracophyllum discolour 75 
Manganes 

Peroxidase 
ACEVEDO et al., 2011 

Botryosphaeria rhodina 
100 

- BASHTAN-KANDYBOVICH 

et al., 2012;  

- Lacase  DEKKER, BARBOSA, 2001 

Coriolus versicolor 
- 

Lacase KAWAI; UMEZAWA; 

HIGUCHI, 1988 

45.53 - PANDEY; PITMAN, 2003 

Fusarium proliferatum 19.6 - REGALADO et al., 1997 

Phanerochaete chrysosporium 

- 
Lignina 

peroxidase 
HIRATSUKA et al., 2005 

- 
Lignina 

peroxidase  
SHI et al., 2008 

Pleurotus ostreatus  - 

Lacase 

Manganês 

Peroxidase 

KUNJADIA et al., 2016 

Fonte: Autoria própria 

 

Cada espécime de fungo secreta enzima na presença de um substrato, sendo 

que este pode variar de espécime para espécime, podendo ser utilizado palha de 

cereal, borra de café, bagaço da cana-de-açúcar dentre outros materiais (KUNJADIA 

et al. 2016). 

 

2.2.1 Botryosphaeria ribis 
 

O fungo Botryosphaeria ribis é um ascomiceto pertencente à família 

Botryosphaeriaceae, que são importantes fungos patógenos degradadores de 



plantas lenhosas e não lenhosas em regiões temperadas e tropicais (GONÇALVES, 

2016). Mesmo com todas as pesquisas, ele ainda é muito conhecido por ser um dos 

principais fungos causadores de doenças em plantas, trazendo grandes transtornos 

principalmente na área da agricultura e exportação (VALDEBENITO-SANHUEZA, 

2005; SALDANHA, 2007). 

Os fungos pertencentes a esta família podem ser considerados agentes 

patogênicos fracos, já que estes se aproveitam de momentos de stress e fragilidade 

da planta, como por exemplo, momentos de seca, temperaturas baixas ou elevadas, 

deficiências nutricionais e danos causados por outros patógenos ou pragas 

(GONÇALVES, 2016). 

Estes agentes patogênicos direcionam seus ataques principalmente à 

parede celular das plantas utilizando-se de enzimas-chave associadas à hidrólise. E 

apesar de isolados destes fungos estarem sendo estudados pelo seu importante 

papel na produção de lacase, a identificação das espécies dessa família acaba 

sendo muito complicado principalmente pela sua diversidade morfológica entre os 

teleomorfos (designação à capacidade reprodutiva de um fungo e ou seu ciclo de 

vida) (SALDANHA, 2007). 

Nas pesquisas de Colturato (2011) existe uma discussão sobre métodos que 

controlam a incidência do Botryosphaeria ribis através de diferentes agentes 

antifúngicos, mas é certo que uma vez instalada a doença, fica difícil controlá-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 preocupação e têm ganhado maior atenção. 

Outros estudos também relacionam a incidência e agressividade do fungo 

diretamente com os níveis de boro. Em Silveira, Gonçalves & Krugner (1998), esta 

descrito que a deficiência de boro aumentou a agressividade do B. ribis afetando 

principalmente a região basal do caule da planta, enquanto concentrações foliares 

de boro, em torno de 30 mg kg, foram suficientes para diminuí-la. Em condições de 

extrema deficiência, houve queda dos níveis de potássio tornando as plantas 

analisadas ainda mais suscetíveis. 

 

 

 

 



2.2.2 Ganoderma lucidum 

 
 

O gênero Ganoderma são fungos basidiomicetos que possuem a 

capacidade de conversão da lignina e celulose em gás carbônico e água através de 

suas enzimas oxidativas (peroxidases e lacases) e hidrolíticas (beta-glicosidases e 

celulases), os resíduos gerados nessa quebra são muitas vezes utilizados como 

substratos para outros cogumelos comestíveis ou ainda na produção de biomassa 

fúngica empregada em processos industriais (HELM et al. 2009; CLEMENTINO, 

2011). 

Este gênero 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 podridão branca é o cogumelo medicinal mais vendido no 

mundo e vem sendo utilizado na medicina chinesa há milênios. Apesar de sua 

grande utilidade no tratamento de diversas doenças como, por exemplo, o câncer, 

alergias, hipertensão arterial, diabetes e outras, também foram constatados o seu 

potencial promissor como produtor de biomassa (URBEN et al., 2001). 

Em relação à 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 

presença de resíduos que possuíam ambos 100% de serragem de Pinus sp. e fibra 

da estação de tratamento de efluentes. 

 

2.2.3 Pleurotus spp 

 

Os fungos da espécime Pleutorus são basidiomicetos, pertencentes ao 

grupo denominado de podridão branca. O Pleurotus ostreatus, é um fungo 

degradador de polímeros, é uma espécime de fungo que vêm se destacando devido 

seu bom desempenho para a produção de enzimas ligninolíticas.   Capaz de 



secretar enzimas como lacase, manganês peroxidade, lignina peroxidase e 

peroxidase versátil, sendo que uma ou mais dessas enzimas são as utilizadas nesse 

processo de degradação (FERNÁNDEZ-FUEYO, 2014). 

Segundo o estudo realizado por Menezes, Silva e Durrant (2009) o fungo 

Pleurotus ssp (BCCB068) secretou 6,23 U/L de lacase no 15° dia e o Pleurotus 

sajor-caju,  3,52 U/L no 10º dia de incubação. O cultivo foi realizado por fermentação 

submersa utilizando-se bagaço de cana-de-açúcar como fonte de substrato 

(carbono). Os resultados foram satisfatórios e indicaram que o resíduo da 

agroindústria é possível fonte de enzimas ligninolíticas.  

No trabalho de Zancan; Barreto, Menezes (2015) foi estudado linhagem de 

Pleurotus sp 001 (P001) e Pleurotus sp 068 (P068). Utilizaram o bagaço de cana-de-

açúcar como matriz e realizou-se uma fermentação semi-sólida. Houve a produção 

de enzima ligninolítica, em maior quantidade a manganês peroxidase. Concluíram 

que as linhagens do fungo Pleurotus são bons produtores de enzimas ligninolíticas. 

No trabalho de Kunjadia et al. (2016), procurava-se um fungo que pudesse 

biodegradar os resíduos industriais (corantes) que eram eliminados nos efluentes e 

traziam grande prejuízo ambiental, para isso foram estudados três espécies de 

Pleurotus (P. ostreatus, P. sapidus e P. florida) para verificar a produção de enzimas 

ligninolíticas. As espécies foram cultivadas na presença de corantes e em meio 

liquido sob agitação. Neste estudo, foi possível analisar que estas espécies 

descoloriram o corante em 88% P. Ostreatus, 92% P. sapidus e 98% P. florida, 

através da produção da enzima lacase. 

Erngun e Urek (2017) estudaram a produção de enzimas ligninolíticas dos 

fundos P. ostreatus (Jacq.) e P. Kumm (MCC16) com o auxilio de um substrato 

(casca de batata) usando fermentação em estado sólido. Houve uma produção de 

6708,3 (± 75) U/L e 2503,6 (± 50) U/L no dia 17, respectivamente. As análises 

mostram que o substrato estudado tem grande potencial para a produção de 

enzimas ligninolíticas pela espécime Pleurotus. 

Estudo realizado por Batal et al.,(2015) mostra a produção de lacase em 

condição otimizada para o fungo P. ostreatus em fermentação em estado sólido. O 

planejamento fatorial foi utilizado para vários nutrientes importantes na produção da 

enzima. Com a condição ótima estabelecida, o fungo produziu 32.450 U/g de 

atividade de lacase. Essa produção de enzima nas condições ótimas foi capaz de 



reduzir 80% da descoloração de vários corantes, mostrando que a espécie tem um 

forte potencial na indutria.  

 

2.3 ENZIMAS LIGNINOLÍTICAS 

 

Pollegioni, Tonin, Rosini (2015) relatam que algumas classes de fungos 

produzem enzimas ligninoliticas, sendo elas: lignina peroxidade (LiP),  mangânes 

peroxidase (MnP), peroxidases versáteis (VPs) e lacases capazes de despolimerizar 

a lignina em decomposição nas paredes celulares das plantas. 

As enzimas ligninolíticas secretadas por fungos predominantes da podridão 

branca são constituídas por três principais classes, sendo elas: a lacase, LiP e MnP 

essas são produzidas no metabolismo secundário, quando as fontes tanto de 

carbono e de nitrogênio já estão restritas (SWAMY; RAMSAY, 1999).  

Uma enzima é denominada constitutiva quando ela é produzida a partir de 

uma expressão de gene relacionada ao metabolismo primário de determinado 

microrganismo, enquanto que a enzima indutiva é produzida durante o metabolismo 

secundário do microrganismo. Quando a produção enzimática acontece através de 

indução pode ocorrer na presença de diferentes indutores tais como, surfactantes, 

ácool veratrílico e entre outros. (SALDANHA et al., 2007, GIESE et al., 2004).  

Dentre essas enzimas ligninolíticas, a lacase, é capaz de catalisar reações 

de oxidações que quebram a estrutura da lignina (SOLARSKA et. al., 2009). Mesmo 

apresentando mais dois tipos de enzimas ligninolíticas, não foi comprovado na 

literatura que a LiP e a MnP sejam as responsáveis pela oxidação completa da 

molécula de lignina, considerando-se que provavelmente ocorra outros tipos de 

reações no início da degradação deste polímero (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 árvore japonesa 

Rhus Vernicifera (GIARDINA et al., 2010).  Posteriormente, em 1896, Bertrand e 



Laborde certificaram que a produção de lacase se dava por algumas espécies de 

fungos. (MADHAVI e LELE, 2009). 

As lacases de fungos são constituidas por uma cadeia polipeptidica com 

520-550 aminoácidos aproximadamente. Essas lacases são proteinas monoméricas 

extracelulares que apresentam um ponto isoelétrico (SITARZ, MIKKELSEN, MEYER, 

2016). 

Lacase (EC 1.10.3.2) são fenóis oxidases, também denominada de polifenol-

oxidases que contêm múltiplos átomos de cobre (LOMASCOLO et al., 2003), 

classificadas como cuproproteínas, fazendo parte de um pequeno grupo de enzimas 

denominadas oxidases azuis (TOLEDO, 2008) e que são capazes de oxidar 

compostos fenólicos, reduzindo o oxigênio a água, a partir da retirada de um elétron 

do substrato aromático, produzindo radicais fenoxílicos (BETTIN et al, 2014). Quase 

todas as lacases fúngicas são monômeros ou dímeros e apresentam grau de 

glicosilação 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 é 

de grande desempenho para biotransformar a lignina (figura 7). Um composto 

químico pequeno é denominado de mediador. O sitio ativo é o portador de elétron 

entre a enzima e o substrato. No inicio da reação, o mediador é oxidado para 

intermediário e após a reação controlada, o mediador oxidado se afasta da enzima.  

O substrato é oxidado pelo intermediário que não pode ser oxidado diretamente pelo 

mediador (CHRISTOPHER, YAO, JI, 2014).  

 

Figura 7 – Mecanismo proposto para oxidação de substrato  

 

Christopher, Yao, Ji (2014) – adaptado pela autora  

 

Através do seu potencial de oxidação é detectada sua atividade por 

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

Lacase 

LacaseOx 

Substrato 

SubstratoOx 

Mediadorox 

Mediador 

O2 

H2O 



guaiacol, 2,6-dimetoxifenol (468 λ), siringaldazina ou o substrato não-fenólico ácido 

2,2´-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfônico) (420λ) e emite uma coloração a qual é 

possível detectar no espectro (HOFER; SCHLOSSER, 1999) 

A molécula de lacase, quando se encontra na forma de holoenzima ativa 

apresenta capacidade de acelerar reações de desmetilação, importantes em 

processos de biodegradação de cadeias poliméricas. A forma de uma holoenzima 

significa ser uma glicoproteína, ou seja, contem quatro átomos de cobre por 

monômero, ligado a três sítios ativos redox (figura 8) (PERALTA, SOUZA, BOER, 

2004).  

 

Figura 8 – Estrutura de coordenação da molécula de lacase 

 

Christopher, Yao, Ji (2014) – adaptado pelo autor  

 

A produção de lacase pode ser influenciada por alguns parâmetros, como 

por exemplo, o tipo e a concentração da fonte de carbono, nitrogênio, a presença ou 

ausência de indutores, pH, temperatura, dentre outros (STRONG E CLAUS, 2011). 

 

 

 



Para o aumento na produção de lacases são utilizadas substâncias 

denominadas indutores, que podem ser compostos fenólicos ou aromáticos 

relacionados à lignina ou derivados da lignina. Um mesmo indutor em uma 

determinada espécie de fungo, pode aumentar a produção de lacase, mas em outras 

espécies, pode não causar nenhum efeito (LACERDA, 2015).  

Agindo como uma enzima de “ataque” no processo da degradação da 

lignina, a lacase pode modificar a molécula para se obter produtos de valor 

agregado mostrando então a sua importante função (ZUCCA et al., 2011).  

Alguns exemplos de fungos produtores de lacase são: Agaricusbis porus, 

Botytis cinerea, Cerrana máxima, Coprinus cinereus, Coriolopsispolyzona, Lentinus 

tigrinus, Neurospora crassa, Trametes gálica, 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 Produção de lacase 

 

Os estudos realizados por Baptista (2012) apontam que a produção da 

enzima lacase é afetada por diversos fatores e parâmetros, incluindo: o pH do meio, 

a presença de indutores, a disponibilidade de fontes de carbono, a composição do 

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

A produção de lacase utilizando o processo de fermentação de enzimas 

pode ser classificada quanto à presença e/ou a ausência de água no meio de cultivo, 

sendo denominadas, respectivamente, como fermentação submersa, fermentação 

sólida ou fermentação em estado sólido (GERVAIS E MOLIN, 2003). 

A fermentação submersa circunda pelo cultivo de microrganismo em meio 

liquido, onde neste contém concentrações de oxigênio adequado quando a operação 

é aeróbica.  A fermentação em estado sólido ocorre na ausência de líquido e 

empregando um substrato inerte como suporte sólido (BRIJWANI, RIGDON, 

VADLANI, 2010).  

 



A composição do meio de cultivo é um fator importante na produção da 

lacase, sendo a glicose um tipo de fonte de carbono utilizada para sua produção. 

(VALLE et al, 2012).  

Garcia (2006) afirma que o meio de cultivo, se estático ou em constante 

agitação, resulta diferentes padrões de isoenzimas de lacase, influenciando 

diretamente na expressão gênica da mesma. A fonte de carbono é um fator de 

extrema importância para a produção de lacase (THURSTON, 1994). 

 O pH ótimo varia entre 4 e 9, porém, as enzimas são sensíveis a alterações 

de pH e são produzidas em maior quantidade quando estão próximas ao seu pH 

ótimo de atividade (MELO, MELO, ALVES, 2017). Contudo, o estudo realizado por 

Batista (2009) salienta que para lacases fúngicas o pH ótimo está entre 3 e 7. 

O cobre é um micronutriente presente positivamente para a maioria dos 

organismos vivos, conhecido por estimular a produção de lacases (VISWANATH et 

al., 2008). No trabalho de Park et al (2015) para a espécie P. Coccineus do gênero 

Pycnoporus, a adição de 200µM cobre aumentou a produção de lacase de cinco 

linhagens analisadas.  

 Bettin e colaboradores (2014) destacam que as lacases de origem fúngica, 

a partir das suas diferentes rotas de biossíntese, podem ser classificadas como 

constitutivas ou induzidas. 

Produzir lacase em meio sólido geralmente proporciona a obtenção de 

maiores atividades de enzima (ALEXANDRINO et al., 2007). A produção de lacase 

em meio líquido deve ocorrer conforme o fungo consome as fontes de carbono e de 

nitrogênio no meio de cultivo, contudo, a sua produção e a sua atividade enzimática 

pode ser maior com adições de indutores (BETTIN et al., 2014; PERALTA et al., 

2004). Nos últimos anos diferentes indutores foram estudados, porém, não há um 

ótimo indutor de lacase comum a todos os fungos, ou seja, há uma variação de 

indutor para cada fungo (STRONG E CLAUS, 2011). 

A utilização dos resíduos agroindustriais tem sido uma alternativa para ser 

usado como matrizes. A grande quantidade de atividades agrícolas em constante 

desenvolvimento tornam de fácil acesso esses resíduos para a pesquisa. Diversos 

processos têm sido desenvolvidos para que seja empregada a utilização de resíduos 

e transformando-os em compostos químicos. Contudo, a utilização de resíduos 



agrícolas como substratos, além de ser um método econômico, também tem 

contribuído na resolução 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 são utilizadas em várias aplicações biotecnológicas. A lacase extraída 

de um fungo do gênero Ganoderma foi a responsável por degradar corantes de um 

efluente simulado da indústria têxtil (MA et al. 2014).  

 

2.4 BIODEGRADAÇÃO DA LIGNINA  

 

Segundo Otsuka et. al (2003) a etapa mais importante do processo de 

degradação biológica da lignina é a clivagem da ligação arilglicerol β-aril éter, 

gerarando alguns metabólitos. Atualmente está sendo estudada essa clivagem de 

forma a aprofundar os mecanismos de ação enzimáticas neste processo. 

Destaca-se que a biodegradação da lignina não gera apenas compostos 

fenólicos, mas uma variaedades de substâncias alifáticas (KHATAMI et al, 2019). 

O trabalho de Eggert e colaboradores (1996) identificaram produtos da 

biotransformação de uma subestrutura de modelo sintético da lignina pela lacase 

produzida pelo fungo Pycnoporus cinnabarinus, na presença do mediador 3-

hidroxiantranilato (3-HAA). Os autores utilizaram a cromatografia líquida de elta 

eficiência (CLAE) em coluna de C18 para separação dos compostos, que foram 

identificados com padrões analíticos. 

Zhu e colaboradores (2017) realizaram um experimento promovendo a 

biodegradação da lignina pela bactéria Bacillus ligniniphilus L1, onde foram 

identificados 15 monômeros fenólicos, dentre eles: ácido vanílico, ácido fenilacético 

e ácido benzóico. A identificação foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a 

um espectrômetro de massas (GC-MS). 

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

produzidos através do tratamento de lignina alcalina por bactérias simbiontes de 



cupins. Através da analise por GC-MS foi possível observar a produção de uma 

variedade de metabólitos: ácido benzóico, ácido vanílico entre outros.  

Wang, et al.; (2018) demonstraram que muitas cepas bacterianas são 

capazes de biodegradar a lignina. Analisaram por GC-MS, CLAE, FTIR e a ação das 

enzimas mostrou que o guaiacol e o dihidroxibenzeno foram os principais 

metabólitos intermediários da degradação do ácido vanilico e do ácido sérico, já o 

ácido p-hidroxibenzóico foi considerado como um metabólito intermediário 

importante para a degradação do ácido p-cumarico.  

Para cada um dos possíveis metabólitos gerados existe uma aplicação 

diferente em diversos setores industriais, como por exemplo, o ácido benzóico 

possui um potencial para agente tuberculostático, podendo ser usado na indústria 

farmacêutica (RANDO et al., 2002). Já a vanilina, muito utilizada na indústria de 

alimento (ZHAO et al., 2018). 

Os principais metabólitos que são capazes de se obter através da 

biotransformação da lignina (quadro 1) são os ácidos: benzóico, p-coumárico, 

siríngico, vanílico.  Podendo gerar também o guaiacol e a vanilina (BUGG et al., 

2011).  

 

Quadro 1 - Alguns metabólitos da lignina, estruturas moleculares e aplicações 

Metabólito Aplicações Estrutura molecular 

3,4-dimetoxibenzaldeído 
Substrato para produção de flavonas 

(NAIK; TILVE; KAMAT, 2014) 

 

Ácido benzoico 
Potencial agente tuberculostático 

(RANDO et al., 2002)  

 



Ácido ferúlico 

Ação antioxidante, antimicrobiana, 

anti-inflamatória, antitrombose e 

anticâncer (OU; KWOK, 2004) 

 

Ácido p-coumárico 

Ação antioxidante (BRAND-

WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 

1995) 

 

Ácido siríngico 
Ação antioxidante (BALASUNDRAM; 

SUNDRAM; SAMMAN, 2006) 

 

Ácido vanílico 

Ação antioxidante (BRAND-

WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 

1995) 

 

Guaiacol 

Aplicações biotecnológicas (LI et al., 

2008) e ação antioxidante (BRAND-

WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 

1995) 
 

Vanilina 
Indústria alimentícia (FITZGERALD, 

2004; ZHAO et al., 2018) 

 

SHIRAISHI, 2019 – adaptado pelo autor 

O produto do metabolismo dos organismos são os denominados metabólitos 

fúngico. O metabolismo primário é o processo metabólico essencial à função dos 

fungos em cultura pura.  Enquanto o secundário é o responsável pelas outras 



substâncias, como por exemplo, as toxinas e enzimas que são importantes no 

processo de biodegradação (GRIFFIN, 1993). 

 

2.4.1 A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE/ HPLC) na identificação 
de metabólitos da lignina 
 

A CLAE é um método físico de separação, no qual misturas complexas são 

fracionadas pela distribuição em duas fases, sendo elas: fase móvel e fase 

estacionária. A fase estacionária encontra-se empacotada dentro de uma coluna. A 

fase móvel é a responsável por transportar a mistura diluída em um solvente. Os 

compostos de uma mistura adsorvem diferentemente na fase estacionária, eles 

migram em diferentes velocidades de forma que são separados ao passarem pela 

coluna (COLLINS et al. 1982; MCMURRY, 2009). 

Através da técnica de CLAE é possível de separar compostos que podem 

ser identificados por comparação de seus tempos de retenção com os de padrões 

analíticos.(VECHIA et. al., 2016).  

Quando se tem uma mistura de substâncias para serem separadas via 

CLAE, é necessário desenvolver um método que seja capaz de efetuar essa 

separação de forma efetiva. Um novo método analítico desenvolvido ou com 

adaptação necessita de um processo de avaliação para a sua eficiência, esse 

processo é denominado de validação. O Instituto Nacional de Metrologia, 

Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO) define validação como 

comprovação. Nesse processo de validação os parâmetros analíticos de 

desempenho avaliados (características de desempenho) são: linearidade, precisão, 

exatidão, faixa linear, robustez, limite de detecção e limite de quantificação 

(ARAGÃO, VELOSO E ANDRADE, 2009). Os parâmetros estudados devem ser 

aplicados durante o método que esta sendo desenvolvido ou após as adaptações 

(ALVES et al., 2017). A validação de método produz resultados confiáveis, sendo de 

relevância que métodos validados são pré-requisitos para a certificação das análises 

e para o livre comércio internacional (CAMILO et al. 2008).   

A técnica CLAE já 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 metabólitos resultantes da biodegradação da 

lignina (DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015). 

 



Quadro 2 - Metodologias de análise da lignina e seus metabólitos por Cromatografia Líquida de 
Alta Eficiência 

Substrato Eluente Coluna Referência 

Lignina tratada por 
bactérias Citrobacter Acetonitrila e água (70:30), isocrático 

C18 fase 
reversa (250 × 
4.6 mm) 

CHANDRA; 
BHARAGAVA 
(2013) 

Lignina tratada por 
bactéria 
Rhodococcus 

Água (0,1% TFA) e Metanol (0,1% TFA), 
gradiente 

C18 Zorbax 
Eclipse Plus 
(Agilente) 

MYCROFT et 

al. (2015) 

Lignina extraída de 
aspargos 

Água (TFA 1mM) e Acetonitrila (TFA 1 
mM), gradiente 

“S Quiral” 
Spherisorb (25 
x 4,6 mm) 

JARAMILLO-
CARMONA et 
al. (2008) 

DORTE, 2019 – adaptado pelo autor 

 

Dentre os metabólitos resultantes da biodegradação da lignina, a vanilina e o 

siringaldeído são substâncias importantes comercialmente, porém muitos compostos 

presentes na lignina ainda não foram descobertos, o que estimula mais estudos 

(DEVAPPA; RAKSHIT; DEKKER, 2015).  

 

2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL: FUNDAMENTOS E CONCEITOS 
BÁSICOS 

 

O planejamento fatorial é uma técnica bastante utilizada quando se tem duas 

ou mais variáveis independentes. Destaca-se por permitir avaliar simultaneamente o 

efeito de um grande número de variáveis, a partir de um número reduzido de 

ensaios experimentais (PERALTA-ZAMORA et al., 2005).  

Para a otimização do trabalho experimental utiliza-se procedimentos 

multivariados, sendo um deles o planejamento fatorial que tem por base os 

experimentos para determinar a influência das variáveis sobre as respostas 

desejadas; a teoria estatística auxilia na tomada de informações confiáveis 

diminuindo o viés do estudo, para a sua utilização é necessário o conhecimento 

prévio dos programas computacionais e da metodologia deste planejamento, para 

realizar de forma correta (COSTA, M.C. B.; 2011).  

Como conhecimento básico deve-se saber que o fator representa cada 

variável do sistema em estudo, o nível mostra as condições de operação dos fatores 

de controle sendo analisadas nos experimentos, sendo identificados por (+) quando 

nível superior e (-) quando o nível é inferior. 



Este planejamento consiste em realizar, por meio de exemplos práticos, uma 

discussão da interação das variáveis, avaliando-se a partir de um menor número de 

experimentos os seus efeitos. As repetições de experimentos são indispensáveis 

para uma efetiva resposta e para qualidade do estudo utilizando a metodologia 

somada ao equipamento. Os ensaios e replicas são realizados de forma aleatória, 

para não provocar distorções estatísticas e nem interferir nos resultados obtidos e 

efeitos calculados. Com os avanços tecnológicos a pesquisa científica necessita de 

ferramentas estatísticas para trabalhar com os dados e informações que sejam 

confiáveis. Principalmente na aquisição de parâmetros experimentais, pois é 

imprescindível para o trabalho cientifico. Os resultados podem ser apresentados em 

superfícies de resposta, destacando a região dos fatores que conduz a uma 

resposta ótima (CUNICO, M. W. M. et al, 2008). 

Conceição et. al., (2017) explica que modelos matemáticos têm sido 

utilizados para explicar respostas de reações bioquímicas, pois muitas vezes as 

interações de parâmetros que influenciam as reações podem ser avaliados com uma 

redução de números de ensaios utilizando um planejamento fatorial.    

Uma técnica estatística eficaz para investigar processos complexos é a 

metodologia de superfície de resposta e é bastante utilizada em otimização da 

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

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 

Selecionar dentre três cepas fúngicas a melhor produtora de lacase. 

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

degradação da lignina.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Comparar o crescimento dos fungos: Botryosphaeria ribis, Ganoderma 

lucidum e Pleurotus ostreatus, em meio sólido, na ausência e presença de 

glucose como fonte de carbono. 

 Comparar a produção de lacase em meio líquido dos três fungos, previamente 

citados, após cultivo em meio líquido presença de lignina, sem e com glucose 

como fonte de carbono.  

 Otimizar a produção de lacase pelo fungo selecionado através de um 

planejamento fatorial, avaliando as variáveis: concentração de lignina, 

concentração de extrato de levedura e tempo de cultivo. 

 Validar o processo de extração dos compostos químicos utilizando-se os 

padrões analíticos: álcool vanílinico, ácido seríngico, 2,6 dimetoxibenzóico, p-

coumárico, ácido ferrúlico, veratraldeído e ácido benzóico. 

 Analisar alguns metabólitos provenientes da degradação da lignina por meio 

da cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



4 METODOLOGIA 

 

Um esquema das etapas desenvolvidas neste trabalho está apresentado na 

figura 9.  

Figura 9 – Fluxograma geral das etapas desenvolvidas no trabalho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtenção dos fungos: 

Botryosphaeria ribis, Ganoderma 

lucidum e Pleurotus ostreatus  

Teste em placa – na ausência 

de glucose 
Quantificação da atividade 

da lacase constitutiva na 

presença de glucose 

Quantificação da atividade da 

lacase indutiva na presença de 

lignina 

 

Otimização da produção de lacase 

pelo Pleurotus ostreatus 

Validação dos resultados do 

planejamento fatorial 

Meio de cultivo sólido 
Meio de cultivo liquido 

Fungo selecionado: Pleurotus 

ostreatus 

Validação da extração dos metabólitos  

 Análise dos metabólitos por CLAE 

Analise do crescimento em 

meio sólido  

Teste em placa – na presença 

de glucose 

Fonte: Autoria própria 

 



4.1 MATERIAIS E REAGENTES 

Os padrões analíticos dos compostos 2,6-dimetoxibenzóico, ácido benzoico, 

ácido p-coumárico, ácido siríngico, ácido vanílico, veratraldeído e lignina, bem como 

o ABTS e DMP foram obtidos da Sigma-Aldrich. O padrão analítico de ácido ferúlico 

foi obtido da European Pharmacopoeia. Extrato de levedura e o Agar batata 

dextrose foram obtidos da Acumedia.  

 
4.2 OBTENÇÃO 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 Bioquímica) e Pleurotus ostreatus pelo 

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

 
 

4.3 CULTIVO EM MEIO SÓLIDO  
 
 
4.3.1 Crescimento fúngico em meio sólido contendo lignina na ausência de 
glucose.  
 

Os fungos obtidos foram transferidos para placas de Petri contendo meio de 

cultivo BDA (batata, ágar 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 diâmetro foi inoculado em placas de 

Petri contendo 20 mL de meio sólido, contendo meio mínimo de sais de Vogel 

(VOGEL, 1956), 1,5% (m/v) de ágar e 0,5% (m/v) de lignina. Um controle foi 

realizado contendo disco de micélio fúngico no meio mínimo de Vogel (VOGEL, 

1956) e 1,5% (m/v) de ágar, sem adição de lignina. 

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

 

4.3.2 Crescimento fúngico em meio sólido contendo lignina na presença de 
glucose.  
 

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

contendo 20 mL de meio sólido, contendo meio mínimo de Vogel (VOGEL, 1956), 



1,5% (m/v) de ágar, 0,5% (m/v) de lignina e 1% (m/v) de glucose. Um controle foi 

incubado paralelamente contendo a mesma composição, sem a adição de lignina. A 

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

 

4.4 COMPARAÇÃO DO CRESCIMENTO DOS TRÊS FUNGOS EM MEIO 
SÓLIDO  
 
 
4.4.1 Avaliação do crescimento dos fungos 

 
  

O crescimento dos microrganismos foi avaliado diariamente durante 7 dias, 

utilizando-se uma régua para medir o crescimento da colônia. O resultado constitui a 

média das quatros determinações, conforme mostra a figura 10.  

 

Figura 10 – Determinação do diâmetro da colônia fúngica nos experimentos da avaliação do 
crescimento dos fungos em meio sólido 

 

Fonte: Autoria própria 

 

4.4.2 Taxa de inibição  
 

Depois de determinadas às respectivas médias dos diâmetros das colônias 

dos três microrganismos avaliados, dos cultivos em meio sólido 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 inibição 

(%) representada pela equação 1 (FRIGAS, 2002; TARIQ et. al, 2010). 

                                                                                                             (1) 
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖ção = (1− 𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜) . 100% 

                          𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 
 

4.4.3 Modificações de coloração do meio de cultivo sólido contendo lignina 

 

Foi analisada visualmente por um período de 7 dias a possível existência de 

modificação na coloração do meio, seja para mais clara ou até mesmo para uma 

mais escura próximo ao halo de crescimento.  

 

4.5 CULTIVO EM MEIO LÍQUIDO PARA A PRODUÇÃO DA ENZIMA 
LACASE 
 
 
4.5.1 Comparação 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 

fúngico em frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio de cultivo composto 

por meio mínimo de Vogel, 1% (m/v) de extrato de levedura e 1% (m/v) de glucose e 

incubados em agitador orbital à 180 rpm, por um período de 5 dias a 28°C. Os 

cultivos foram realizados em duplicatas e paralelamente com os respectivos 

controles (sem microrganismo). 

Após 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 enzimática, descrita no item 4.6. 

 

 



4.5.2 Comparação da produção de lacase na presença 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 fúngico em 

frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio de cultivo composto por meio 

mínimo 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 à 180 rpm, por um período de 5 dias 

a 28°C. Os cultivos foram realizadas em duplicatas e paralelamente com os 

respectivos controles (sem microrganismo). 

Após 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 enzimática, descrita no item 4.6. 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE LACASE  
 
 

A quantificação da atividade da enzima lacase foi semelhante à de Barbosa, 

Dekker e Hardy (1996). Foram utilizados dois substratos, ABTS e DMP. O 

experimento foi realizado em tubos de ensaios contendo água destilada, substrato, 

solução tampão citrato-fosfato e extrato livre de células (ELC), onde os tubos de 

ensaio totalizavam 1 mL de solução. Para ABTS as quantidades dos reagentes 

utilizadas estão 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 (C1) e do substrato (C2). 

 

 

 

 

 

 

 



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

Componentes: R1 R2 C1 C2 

Água (μL) 775 775 825 800 

Tampão pH 3 (μL)  150 150 150 150 

Substrato (μL) 50 50 - 50 

Enzima (μL) 25 25 25 - 

Fonte: Autoria própria 

 

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

Componentes: R1 R2 C1 C2 

Água (μL) 725 725 825 750 

Tampão pH 5 (μL) 150 150 150 150 

Substrato (μL) 100 100 - 100 

Enzima (μL)  25  25  25 - 

Fonte: Autoria própria 

 

 Essa solução 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 absorbância em um espectrofotômetro 

UV-VIS no comprimento de onda (λ) 420 nm para ABTS (BOURBONNAIS; PAICE, 

1990) e λ= 468 para DMP (MARTINEZ et al., 2009). 

 

Quadro 3: Temperatura necessária 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 própria 

 

Assim, a atividade enzimática presente no extrato é dada por U/mL. A 

unidade de lacase foi definida como o numero de μmols do substrato (ABTS/ DMP) 

oxidado por minuto por mL, onde se determina através da equação 2 (YADA 

JUNIOR, 2016; SACCHETTO et al., 2018): 



 

 

  
  

            

 
 
 

 
 
 

 
          2 

 

Onde U/mL corresponde a unidade de lacase por mL de substrato, AT é a 

absorbância da amostra, AC1 é a absorbância de C1, AC2 é a absorbância de C2, t 

é o tempo de incubação (em minutos), V é o volume de enzima empregado nos 

ensaios, Fd é o fator de diluição da solução enzimática quando necessário, e ԑ é o 

coeficiente de extinção molar do substrato (para o ABTS, ԑ = 36.000 mol-1 cm-1 e 

para o DMP, ԑ = 10.000 mol-1 cm-1). 

 

4.7 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE LACASE UTILIZANDO-SE 
PLANEJAMENTO FATORIAL 
 
 

Para a otimização das condições de cultivo, o fungo P. ostreatus foi cultivado 

em BDA por 10 dias, a 28° C. Posteriormente, quatro discos de 5 mm de diâmetro 

contendo o micélio dos fungos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 125 

mL contendo 25 mL de meio nutriente mínimo de Vogel com glucose (1%), variações 

na concentração 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 plástico de 50 mL, 

centrifugou a 4°C, 8000 rpm por 15 minutos. Após esta etapa, foi filtrado em banho 

de gelo, obtendo o extrato livre de células. Este foi utilizado para realização da 

quantificação da atividade enzimática com os dois substratos ABTS e DMP, 

conforme descrito no item 4.6. 

Os dados acima descritos compõem o planejamento fatorial 33, incompleto, 

Box-Behnken, de três variáveis, com 15 ensaios experimentais, realizados em 

triplicata. Análises estatísticas, incluindo o gráfico de Pareto e curvas de resposta 

foram obtidos a partir do programa computacional Statistica10.0. 

 

 

 



Quadro 4 – Condições no planejamento fatorial para quantificação da atividade de lacase pelo 
substrato ABTS e DMP 

Variáveis  

Experimento X1 X2 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     

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 própria 

 

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

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

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

glucose (1%), variações na concentração 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 compõem o planejamento fatorial 32, metodologia 

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

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

Análises estatísticas, incluindo o gráfico de Pareto e curvas de resposta foram 

obtidos a partir do programa computacional Statistica10.0. 

 

 

 

 

 



Quadro 5 - Condições no planejamento fatorial para quantificação da atividade de lacase pelo 
substrato DMP 

Variáveis  

Experimento X1 X2      

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      

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 própria 

 

 

4.8 VALIDAÇÃO DO RESULTADO OBTIDO PELO PLANEJAMENTO 

FATORIAL   

 

A confirmação do método foi realizada com a produção da enzima na melhor 

concentração de lignina e de extrato de levedura. Essa etapa baseou-se em um 

cultivo liquido de 25 mL, onde continha 4 discos de micélio fúngico em frascos de 

Erlenmeyers de 125 mL, meio nutriente mínimo de Vogel, 1% (m/v) de glucose e 

extrato de levedura, lignina nas concentrações estabelecidas no teste de otimização. 

  Para a confirmação do valor real, foi interrompido o cultivo vertendo o meio 

para um tubo de plástico de 50 mL, centrifugou-se a 4°C, 8000 RPM por 15 minutos. 

Após esta etapa, o cultivo foi filtrado em banho de gelo, para que se obtivesse o 

extrato livre de células e assim quantificar a atividade enzimática, conforme descrito 

no item 4.6 para confirmar a produção ótima de lacase do fungo P. ostreatus. 

 

 

 

 

 



4.9 EXTRAÇÃO DOS METABÓLITOS DA LIGNINA  

 

4.9.1 Preparo dos padrões analíticos  

 

Foram preparados os seguintes padrões analíticos: 2,6-dimetoxibenzóico, 

ácido benzóico, ácido p-coumárico, ácido siríngico, ácido vanílico, veratraldeído e 

ácido ferúlico, em tubos tipo eppendorfs pela diluição de 1,00 mg de cada padrão em  

1,0 mL de Metanol grau cromatográfico. Posteriormente, foram filtrados em filtros de 

seringa com porosidade de 0,45 μm, armazenados em tubos vial e denominados de 

solução “mãe”. Cada solução dos padrões preparados foi diluída em uma proporção 

1:5 para posterior análise via CLAE.   

Para estudo simultâneo dos padrões, foi preparado um mix com cada uma 

das 7 soluções "mãe". Em um vial adicionou-se 0,1 mL de cada solução “mãe” e 0,3 

mL de metanol, totalizando 1 mL de solução. Assim, a concentração de cada padrão 

passou a ser de 0,1 mg/mL. 

 

4.9.2 Extração partição liquído-liquído 

  

Foram submetidos à extração líquido-líquido, amostras produzidas de 

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

1. Amostra real, obtida a partir de cultivos nas condições ótimas (25 mL 

de meio nutriente mínimo 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 extração com e sem ácido.  

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

sem lignina)  

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

cultivo) 

 

O extrato livre de células (ítem 4.6) de cada uma das 3 amostras acima 

descritas, foi extraído por partição liquido-líquido com o solvente acetato de etila 

(1:1) e posteriormente seco em rotaevaporador. Para tal, 25mL de acetato de etila 

foi adicionado à 25mL do extrato, em funil de separação de 125mL. Foram 



realizadas 3 extrações com 10 agitações manuais cada. Após cada adição de 

solvente, o funil foi deixado em descanso por 2 minutos e coletada a fração inferior.   

Uma das duplicatas da amostra 1 (amostra real) foi acidificada (pH 1-2) 

utilizando ácido clorídrico, HCl (40%)  (Jokela et al.,1985) e posteriormente extraído 

por partição liquido–liquido com acetato de etila, conforme descrito acima.  

As amostras obtidas foram submetidas à análise por CLAE conforme o item 

4.10. 

 

4.9.3 Validação da extração 

 

A validação da extração foi realizada para a amostra 1 (Amostra real) com e 

sem ácido e para a amostra 3 (Branco: Amostras de controle abiótico com lignina  - 

meio de cultivo e lignina).  

Ao extrato livre de células dessas amostras, foram adicionados 3 

concentrações (0,05; 0,10; 0,15 mg/mL) do mix de padrões preparados conforme 

descrito no item 4.9.1.  

Após 10 minutos da adição dos padrões extraiu-se o meio por partição 

liquido-líquido usando solvente acetato de etila (1:1) conforme descrito no item 4.9.2. 

A porcentagem de extração foi calculada levando-se em consideração a 

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

                                                                                                       3 

% de extração = (Amostra real – Branco) * 100. 

 

Isso foi realizado para que fosse possível estudar a ação real do fungo na 

biotransformação da lignina.  

As amostras obtidas foram submetidas à análise por CLAE conforme o item  

 

4.10 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO PARA ANÁLISE DOS METABÓLITOS 
PROVENIENTE DA BIODEGRADAÇÃO DA LIGNINA POR CROMATOGRAFIA 
LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA  
 

 Para análise dos metabólitos provenientes da biodegradação da lignina por 

CLAE, foi necessário inicialmente encontrar um método eficiente para a separação 

dos 7 padrões estudados: álcool vanílinico, ácido seríngico, 2,6 dimetoxibenzóico, p-



coumarico, ácido ferúlico, veratraldeído e ácido benzóico, preparados conforme o 

item 4.9.1. 

 Para o estudo foi utilizado um equipamento UHPLC UltiMate 3000 (Thermo 

Scientific), com detecção por DAD (arranjo de diodos), e software Chromeleon, 

pertencente ao Departamento de Química da UTFPR Londrina.  

 A coluna cromatográfica utilizada foi a C18 Phenomenex de fase reversa, com 

dimensões de 250 x 4,6 mm. A fase móvel foi composta por: solução A, acetonitrila 

grau HPLC e solução B, água com 1μMol de ácido trifluoracético (TFA). 

 O volume de amostra injetado foi de 20 μL, ao fluxo de 1mL/min. Foi realizado 

um gradiente com a fase móvel, conforme descrito no quadro 6. O tempo total de 

análise foi de 50 minutos por amostra. Foi programado em cada corrida um tempo 

adicional de 10 minutos para que fosse possível uma limpeza da coluna e para que 

as condições originais do gradiente fossem reestabelecidas. 

Os compostos foram caracterizados pelos seus espectros na região do 

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

 

Quadro 6 – Método gradiente desenvolvido para análise dos metabólitos proveniente da 
biodegradação da lignina 

Tempo (min) Solução A (Acetonitrila) Solução B (TFA + Água) 

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 própria 

 

 

 



4.10.1 Curva de calibração  

  

 Para a construção da curva de calibração foram preparadas 4 

concentrações diferentes do mix de padrões, a partir da solução "mãe", sendo essas 

concentrações: 0,005; 0,05; 0,01; 0,10 mg/mL. As curvas foram injetadas conforme 

condições acima descritas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise do crescimento micelial  

A análise do crescimento micelial foi realizada através das médias, em 

centímetros, diárias 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 ausência 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 presença de lignina, 

já o meio com a ausência de glucose apresentava somente a lignina, ou seja, uma 

única fonte de carbono disponível. A figura 11 apresenta o desenvolvimento dos 

fungos durante os 7 dias estudados, nos dois meios de cultivos e uma comparação 

de crescimento com o controle, cujo meio não apresentava a variável de estudo 

(lignina).Pode-se observar que os fungos estudados apresentaram comportamentos 

diferentes.   

O fungo B. ribis apresentou um crescimento mais rápido, nos dois meios de 

cultivos, comparados com os demais fungos estudados. Apresentou um crescimento 

de 4 cm no 7° dia na ausência de glucose, sendo mais rápido em meio de cultivo 

contendo duas fontes de carbono (glucose e lignina) alcançando 9 cm no 7° dia. O 

controle, contendo ausência de lignina e glucose, cresceu no 6° dia 9 cm, contudo 

no controle, meio com ausência de lignina, foi o 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 

única fonte de carbono (lignina), na presença de duas atingiu 3,20cm no 7° dia, 

sendo que cresceu 20% a menos. Já comparado com os 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 

o meio de cultivo contendo somente lignina. 

 

 



Figura 11 – Comparação do crescimento da colônia fúngica dos fungos (A) B. ribis, (B) G. 

Lucidum e (C) P. ostratus durante 7 dias.  

 

 

              

Fonte: Autoria própria 
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Os três fungos estudados cresceram em todos os meios de cultivo, mas é 

possível notar que a presença de glucose apresenta-se importância para o melhor 

desenvolvimento dos fungos B.ribis e P.ostreatus, isso sugere que o fungo necessita 

de uma fonte de carbono de mais fácil acesso para se desenvolver inicialmente e se 

expandir, usufruindo posteriormente da fonte mais complexa, como a lignina.  

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

conforme a figura 12.  

 

Figura 12 – Comparação 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 própria 

 

 

5. 2 ANÁLISE DA TAXA DE INIBIÇÃO 

 

A taxa de inibição foi calculada comparando-se o diâmetro micelial do 

tratamento com o do controle (o controle de ambos os testes não apresentam 

lignina). A porcentagem de inibição, esta descrito na tabela 4. Os 3 fungos 

apresentaram taxa de inibição bem distintas, ou seja, onde o B. ribis cresceu de 

forma mais rápida, 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). 

(A) (B) 

(C) 



Tabela 4 – Comparação da taxa de inibição dos fungos B. ribis; (b) G.lucidum; (c) P. ostreatus 

no meio de cultivo com presença de glucose e ausência de glucose. 

Média do crescimento da colônia fúngica no cultivo com ausência de glucose e presença 
de lignina 

 Média (cm)* Controle (cm) sem 
glucose e sem lignina 

% de 
inibição 

B. ribis 4,00 (± 0,19) 9,0 (± 0,0) 55,55 

Ganoderma 4,01 (± 0,01) 5,4 (± 0,0) 25,74 

P. ostreatus 2,76 (± 0,01)  3,05 (± 0,0) 19,34 

    

Média do crescimento da colônia fúngica no cultivo contendo glucose e lignina 

 Média (cm)* Controle (cm) com 
glucose e sem lignina 

% de 
inibição 

B. ribis 9,00 (± 0,0) 9,00 (± 0,0) 0,00 

Ganoderma 3,20 (± 0,12) 5,27 (± 0,0) 39,27 

P. ostreatus  3,64 (± 0,13) 3,75 (± 0,0) 2,90 

*média do crescimento da colônia fúngica no 7° dia.  
Fonte: Autoria própria 

 

Com os valores da taxa de inibição 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 não apresentou porcentagem de inibição, 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 não apresentam taxa de inibição 

possuem uma facilidade de crescimento em meio de cultivo contendo lignina, o que 

indica que esses microrganismos apresentam capacidade de quebrar a matriz 

ligninolitica.  

Já no meio de cultivo contendo somente uma fonte de carbono (lignina) os 

fungos tiveram uma maior taxa de inibição, ou seja, apresentaram um menor 

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

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

microrganismo que mais inibi menos cresce. 

Através desses cálculos é possível observar que a glucose passa a ser 

essencial para o melhor desenvolvimento inicial do fungo, pois no experimento na 

presença de glucose todos os fungos estudados: B.ribis, G. lucidum, P. ostreatus 

obtiveram uma menor taxa de inibição, 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 ANÁLISE DAS MODIFICAÇÕES NO MEIO SÓLIDO 

 

Dentre os fungos estudados o P.ostreatus modificou a coloração inicial de 

ambos meios de cultivo (figura 13). O microrganismo produziu um halo de coloração 

vermelho escuro, apenas nas placas dos cultivos, exceto no controle, o que pode ser 

um indicativo da biotranformação da lignina. Esse halo começa a ser observado no 

4° dia de crescimento e assim a cada dia havia a progressão e se tornava mais 

nítido a coloração escura.  

 Segundo EASTWOOD et al. (2011) essa mudança de coloração pode ser 

resultante de pigmentos da lignina ou então metabolitos do polímero. 

Figura 13 – Formação do halo de coloração vermelho escuro pelo fungo P. ostreatus (A) na 

ausência de glucose; (B) na presença de glucose.   

 
Fonte: Autoria própria 
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5.4 ATIVIDADE ENZIMÁTICA 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 

presença 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 enzimática na 

presença da lignina. O uso de indutor na produção de lacase é para que aumente a 

produção da mesma (LACERDA, 2015). 

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

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

 

Tabela 5 – Atividade enzimática da enzima lacase (A) constitutiva e (B) indutiva dos fungos B. 

ribis, G. lucidum, P. ostreatus. 

 

 

(A) Lacase contitutiva – 
Ausência de lignina  

(B) Lacase indutiva – 
Presença de 

lignina 

Microganismo ABTS (U/mL) 
DMP 

(U/mL) 
ABTS 
(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 própria 

 

Na presença do substrato ABTS houve uma maior quantificação da enzima 

do que na presença do substrato DMP, tanto na presença do indutor ou não.  

No substrato ABTS, o fungo B. ribis produz 0,14 U/mL de lacase constitutiva 

e na presença da lignina não foi possível produzir nessas condições de estudo. 

Nesse caso o indutor pode ter inibido a produção. Já o fungo G. lucidum nessas 

condições de estudo não produziu lacase.  O P. ostreatus produziu 3,9 U/mL de 

lacase constitutiva e houve um aumento dessa produção com a presença do indutor, 

ou seja, produziu 4,9 U/mL.  



Para o substrato DMP o único 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 análise devido ter se 

desenvolvido 97,1%, apresentando uma modificação na coloração do meio de 

cultivo e na atividade enzimática com indução.   

 

5.5 AVALIAÇÃO DA LIGNINA COMO AGENTE INDUTOR DE LACASE PARA 

O Pleurotus ostreatus NA PRESEÇA DE LIGNINA 

 

A produção da atividade de lacase foi otimizada para o fungo P. ostreatus 

com base na metodologia de superfície de respostas usando concentrações 

diferentes de extrato de levedura (0; 2 e 4%) lignina (0; 0,25 e 0,5%) e tempo de 

incubação (4; 7 e 10 dias). As atividades de lacase utilizando-se como substratos 

ABTS e DMP. Os resultados estão apresentados na tabela 6. A otimização foi 

realizada para que se pudesse obter a melhor condição de se produzir o pico 

máximo de lacase na presença do indutor, a lignina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



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

Variáveis Respostas 

Experimento    X2 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 -1 0 -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 própria 

Os resultados apresentados no gráfico de Pareto (figura 14 e 15) mostram a 

importância relativa de cada variáveis estudada. Quando a lacase foi determinada 

com o substrato ABTS, com um nível de confiança de 95%, observou-se que a 

variável X1 (lignina) não foi significativa. O extrato de levedura foi o fator mais 

importante seguido do tempo de cultivo.  

O tempo de cultivo foi a variável que mais influenciou na produção de 

lacase, seguido do extrato de levedura. A lignina foi a variável que menos influenciou 

na produção da mesma.  

 

 

 

 

 

 



Figura 14 – Gráfico de Paretos para o substrato ABTS com as três variáveis estudadas e 
ilustrando o nível de significância para cada uma.  

 

Fonte: Programa computacional Statistica10.0 – adaptado pelo autor  

 

A figura 15 mostra o gráfico de Paretos para o substrato DMP. O nível de 

confiança é o mesmo do ABTS, 95%.  

Para o substrato DMP observou-se que todas as variáveis estudadas são 

importantes para a produção da enzima.  

 

Figura 15 – Gráfico de Pareto referente aos resultados da produção de lacase determinada 
pelo substrato DMP com as três variáveis estudadas e ilustrando o nível de significância para 
cada uma 

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DMP

3 3-level factors, 1 Blocks, 32 Runs; MS Residual=.2557333

DV: DMP

.8437817

1.146582

-1.26321
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4.350398
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Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1Lby2L

1Lby3L

x2(Q)

x1(Q)
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Fonte: Programa computacional Statistica10.0 – adaptado pelo autor  
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Devido à interação entre tempo de incubação e lignina estar abaixo do nível 

de confiança e todas as demais variáveis de estudo serem significativas, originou-se 

um novo estudo para o substrato DPM, sendo este para confirmar se a lignina 

induzia a produção de lacase. 

Um novo estudo foi realizado somente para o substrato DMP e com duas 

variáveis. As variáveis foram lignina e extrato de levedura, conforme tabela 7. O 

tempo de incubação nesse planejamento passou a ser fixo em dez dias, devido à 

baixa interação com a lignina no estudo anterior.  

 

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

Variáveis Respostas 

Experimento X1 X2    DMP 
(U/mL) 

 

1 -1 -1    4,6  
2 -1 0    5  
3 -1 +1    5,1  
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 própria 

Através dos experimentos realizados pode-se notar que o ponto central 

(experimento de 9 a 12) foi os que deram maior produção de lacase. Originou-se um 

gráfico de Pareto (figura 16) para que pudesse analisar a importância relativa das 

variáveis. 

 

 

 



Figura 16 – Gráfico de Paretos para DPM com as duas variáveis estudadas e ilustrando o nível 
de significância para cada uma.  

 

Fonte: Programa computacional Statistica10.0 – adaptado pelo autor  

 

Com essa nova condição de estudo, foi possível observar que a lignina é o 

fator mais significativo para produção de lacase, ou seja, ela induz a produção de 

lacase, quando a atividade foi determinada pelo substrato DMP.   

Na análise dos dois substratos (ABTS, DMP) nas mesmas condições, foi 

possível notar a produção de enzima, gerando uma possível indicação da produção 

de isoenzimas de lacase pelo fungo estudado. Portando para o substrato DMP uma 

das variáveis de estudo, a lignina, induziu a produção de enzima lacase, mostrando 

que essas enzimas podem ter afinidade especificas por determinados substratos, 

ABTS, DMP, guaiacol, dentre outros. Conforme relatos de Viswanath e 

colaboradores (2008), a produção de isoenzimas de lacase é comum em fungos 

ligninolíticos.  

Tunes et al. (2011) descreve isoenzimas como variações de uma dada 

enzima dentro de um organismo, que apresentam uma mesma especificidade de 

substrato.  

Foi possível obter a superfície de resposta (figura 17) para o substrato DMP, 

onde se se estima a máxima atividade de lacase em 5,73 U/mL. 
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Figura 17 – Gráfico de superfície de resposta com duas variáveis, sendo lignina e extrato de 
levedura.  

 

Fonte: Programa computacional Statistica10.0 – adaptado pelo autor  

 

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

condições: 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 cocentração dos componentes do meio de cultivo para a produção ótima de 
lacase 

 



5.6 VALIDAÇÃO DOS RESULTADOS 

 

Após obter a concentração ideal para a maior produção da enzima lacase, 

foi realizado laboratorial para que se confirmem as concentrações. Estas 

concentrações são: 4,5% de extrato de levedura e 0,875% para lignina e um tempo 

fixo de 10 dias. A atividade enzimática produzida foi de 5,68 (±0,03), demonstrando 

que as concentrações das variáveis são de confiança.  

 

5.7 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO CLAE 

 

As condições cromatográficas escolhidas mostraram-se adequadas para 

identificar os possíveis metabólitos provenientes da biotrasnformação da lignina. Os 

padrões analíticos, descritos no quadro 7, são possíveis metabólitos formados da 

degradação da lignina. Uma solução contendo os 8 padrões foi analisada conforme 

a figura 15. Com a análise foi possível obter o tempo de retenção de cada padrão, 

assim como a área e o melhor comprimento de onda, indicando que não houve uma 

coeluição de outro composto.  

 

Quadro 7 – Tempo de retenção e área para cada padrão na condição estudada.  

Padrões 
Tempo de 
retenção 

Área 

Alcool Vanílinico λ (220) 
4,807 19,23 

Ácido Siríngico λ (220) 6,867 70,77 

p-coumárico λ (309) 10,840 124,96 

2,6 dimetoxibenzóico λ (220) 13,417 9,43 

Ácido Ferúlico A λ (309) 12,747 89,16 

Ácido Ferúlico B λ (220) 14,683 8,99 

Ácido Benzóico λ (220) 21,057 28,5 

Veratraldeído λ (272) 22,690 136,84 

Fonte: Autoria própria 

 

 



Figura 19 – Cromatograma com o mix de padrões dos possíveis metabólitos da 
biotransformação da lignina: Álcool Vanilítico, Ácido Siríngico, Ácido p-coumárico, Ácido 
Ferúlico A e B, Ácido 2,6 dimetoxibenzóico, Ácido Benzóico e Veratraldeído. 
 

 
Fonte: Autoria própria 

 

5.8 CURVA DE CALIBRAÇÃO  

 

A curva de calibração é de suma importância para avaliar a linearidade do 

método, a qual foi avaliada a partir de 4 concentrações diferentes, para os 7 padrões 

analíticos estudados. As concentrações foram: 0,005; 0,01; 0,05; 0,10 mg/mL.  

Na tabela 8 estão indicados os comprimentos de onda que resultaram em 

uma maior absorbância para cada um dos padrões.  

O coeficiente de correlação (R²) da curva analítica, que é uma maneira de 

medir a qualidade do ajuste linear, foi considerado bom (tabela 8), pois quanto mais 

próximo de 1, menor a dispersão do conjunto de pontos experimentais (FILHO et al. 

, 2011). 
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Tabela 8 – Resultado da curva de calibração para os padrões estudados, coeficiente de 
correlação e equação da reta, individual.  

Padrão analítico λ (nm) Equação da reta R² 

Ác. 2,6-dimetilbenz. 220         𝑥         0,9959 

Ácido Benzoico 220         𝑥         0,9976 

Ácido Ferúlico A 309         𝑥         0,9990 

Ácido Ferúlico B 220         𝑥        𝑥         0,9963 

Ácido Siríngico 220         𝑥         0,9977 

Ácido Vanílico 220         𝑥         0,9968 

Ácido p-coumárico 309         𝑥         0,9989 

Veratraldeído 272         𝑥          0,9981 

Fonte: Autoria própria 

 

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 análise individual do padrão ácido Ferúlico indicou a presença de dois 

picos (T.R. 12,747 min e T.R. 14,683 min). Isso pode indicar uma possível 

degradação do padrão e resultante formação de seus monômeros. Por este motivo, 

neste trabalho indicamos os dois picos como Ferúlico A (12,747 min) e Ferúlico B 

(14,683 min).  

  
5.9. ENSAIO DE RECUPERAÇÃO 

 

O estudo de recuperação dos 7 padrões analíticos (sigma), foi realizado 

após adição de um mix contendo os mesmos em três diferentes concentrações 

(0,05; 0,10; 0,15 mg/mL), ao extrato livre de células, seguindo com a extração por 

partição liquido-líquido com o solvente acetato de etila (1:1).  

Foram analisadas a amostra 1 (Amostra real) com e sem ácido e a amostra 

3 (Branco: Amostras de controle abiótico com lignina - meio de cultivo e lignina). A 

amostra sem ácido foi nomeada como A e a amostra com ácido foi nomeada como 

B. O percentual de recuperação dos padrões foi calculado pela equação 2 e os 

resultados apresentados no quadro 8. Os valores foram calculados através do 

software Chromeleon. 



Quadro 8 – Ensaio de Recuperação em três concentrações (0,05; 0,10; 0,15 mg/mL) de mix de 
padrões analíticos* nas amostra real sem ácido (A) e com ácido (B) 

**Amostra A - Amostra real sem acidificar  
***Amostra B – Amostra real acidificada  
Fonte: Autoria própria 

 

Os resultados do quadro 8 indicam que a acidificação da amostra não 

alterou a quantidade de compostos extraídos. Para ambas amostras, com e sem 

ácido, foram recuperados apenas 5 dos 7 padrões adicionados, sendo eles álcool 

vanilínico, ácido 2,6 dimetoxibenzóico, ácido ferúlico B, ácido benzóico e 

veratraldeído.  

O ensaio em meio acido resultou em uma emulsão muito difícil de ser 

separada, o que provavelmente prejudicou a extração eficiente dos padrões. O 

resultado para a menor concentração estudada do ácido 2,6 dimetoxibenzóico não 

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

Para a amostra sem a presença do ácido, observa-se uma melhor 

recuperação mesmo para baixas concentrações (de 9,2 a 41,46 mg/mL). Para a 

concentração intermediária a recuperação variou entre 5,86 a 43,15 mg/mL e para a 

maior concentração a variação foi de 2,73 a 45,11 mg/mL. A melhor recuperação foi 

obtida para o composto veratraldeído.  

 

 

 

% recuperação  
Amostra A** 

% recuperação 
Amostra B*** 

Padrões* [0,05mg/mL] 
[0,10 

mg/mL] 
[0,15 

mg/mL] 
[0,05mg/mL] [0,10 

mg/mL] 
[0,15 

mg/mL] 

Álcool Vanílinico λ (220) * * 
2,73 

(±0,01) 
* 58 (±1,2) 60,93 

(±0,8) 

Ácido Siríngico λ (220) * * * * * * 

p-coumárico λ (309) * * * * * * 

2,6 dimetoxibenzóico λ (220) 23,06 (±0,1) 
29,3 

(±0,2) 
24,68 
(±0,3) 

94,2(±1,0) 10,45 
(±0,3) 

* 

Ácido Ferúlico A λ (309) * * * * * * 

Ácido Ferúlico B λ (220) 0 
5,86 

(±0,1) 
20,88 
(±0,2) 

* * 68 (±2,3) 

Ácido Benzóico λ (220) 9,2 (±0,12) 
7,5 

(±0,1) 7,2(±0,2) 
* * 1,13 

(±0,1) 

Veratraldeído λ (272) 41,46 (±0,3) 
43,15 
(±0,2) 45,11(±0,3) 

9,6 (±0,2) 7,0 (±0,1) 6,46 
(±0,05) 



5.10 ANÁLISE 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 H2O) e 

analisada por CLAE. Foram analisados os cromatogramas nos 3 comprimentos de 

onda (220, 272 e 309 nm) que resultaram em uma maior absorbância para os 

padrões estudados (conforme tabela 9). Em 220 nm foi possível observar a 

formação de 27 picos. em 272 nm observou-se 18 picos e em 309 nm, 17 picos. Os 

resultados estão no tabela 9. 

Nenhum dos tempos de retenção dos padrões estudados foram coincidentes 

com o obtidos para a lignina. Isso indica que os monômeros estudados (álcool 

vanilínico, ácido 2,6 dimetoxibenzóico, ácido ferúlico, ácido benzóico e veratraldeído, 

ácido siríngico, ácido para-coumárico) não estavam originalmente presentes na 

lignina.  

 

Tabela 9 – Análise da lignina: tempo de retenção (min) e área de cada pico (mAu/min) em 3 
comprimentos de onda (220, 272 e 309)  

PICOS λ220 λ272 λ309 

- TR AREA 

(mAU/min) 

TR AREA(mAU/min) TR AREA  

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 5,2111 9,673 0,1493 7,183 0,1053 

15 5,713 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 própria 

 

5.11 ANÁLISE DOS POSSÍVEIS METABÓLITOS  

 

 Para a análise da influência do fungo estudado na biotransformação da lignin 

e formação de possíveis metabólitos, optou-se pela extração da mesma sem a 

presença de ácido, uma vez os resultados do ensaio de recuperação foram mais 

expressivos.  

A tabela 10 mostra os tempos de retenção e área (mAU/min) dos possíveis 

metabólitos de biodegradação da lignina formados pela ação do fungo, nos 

comprimentos de onda 220, 272, 309 nm.  



No comprimento de onda 220 nm foi possível 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 não aparecem nem no meio de cultivo (controle) e nem na 

lignina (branco) e podem indicar a biotransformação da lignina, sendo possíveis 

metabólitos.  Entretanto, nenhum desses picos teve tempo de retenção coincidente 

com os dos padrões estudados.  

Em contrapartida, em 220 nm um pico apresentou tempo de retenção 

concordante à um dos padrões estudados - o álcool vanilíco, com tempo de retenção 

de 4,863 min. O pico, na amostra real, neste tempo de retenção apresentou-se com 

uma area de 24,8395 (±1,5) (mAU/min). Um pico com o mesmo tempo de retenção 

também pode ser observado em menor quantidade no branco (21,0325 ±3,6), e não 

foi observado no controle (meio de cultivo com ausencia de lignina). Assim, este pico 

do álcool vanilíco 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 á um pico do álcool vanilíco 

com área de 3,807 (mAU/min) maior do que a área 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 presença de lignina), indicando o pico do 

álcool vanílico  

 

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

 

 

 Fonte: Autoria própria 

 

No comprimento de onda 272 nm houve a detecção de 14 picos, sendo que 

apenas 4 (TR:12,97; 18,203; 19,34; 46,38) foram encontrados apenas na amostra. 

Esses picos também não aparecem nem no meio de cultivo e nem na lignina 

(branco) e podem indicar a biotransformação da lignina, sendo possíveis 

metabólitos.  Entretanto, nenhum dos 14 picos originados teve tempo de retenção 

coincidente com os dos padrões  estudados. 

Em 309 nm, foi possível a visualização de 48 picos. Dentre esses, 10 estão 

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 retenção 

coincidentes aos dos padrões estudados. No quadro 09 está demonstrando os picos 

encontrado nos comprimentos de onda 220,272 e 309. 
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Quadro 09 – Tempos de retenção e area (mAU/min) dos possíveis metabólitos de 
biodegradação da lignina formados pela ação 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 

4,003 

  
8,1368 
(±2,5) 

3,3924 
(±0,5) 2,353 

516,7415  
(± 61,5) 

529,341
5  

(± 113,9) 
666,7977 
(± 134,2) 

1,947       

4,163 
    

15,185 
(±0,57) 3,517 

10,4004 
(±1,4) 

17,8432 
(±1,82) 

8,0930  
(± 1,3) 

2,497   
143,383
3 (± 
12,1) 

  

4,177 

  
15,6324 
(±3,7)   3,633 

136,4437  
( ±17,6) 

192,854
3  

(± 45,1) 
190,5700 
(± 30,9) 

2,607 
36,217 
(± 1,4) 

    

4,43 18,2868 
(±3,7)     4,74   4,2526   

2,653     
57,135 
 (± 8,4) 

4,487 
    1,6756 6,43 

13,7068  
(± 2,3) 20,8816   

3,64 
9,6815 
(± 2,5) 

0,9135  
(± 0,01) 

52,658  
(± 5,4) 

4,743 

  
40,5929 
(±15,72)   7,077 

55,7267  
(± 9,8)     

3,777 
0,6706 
(± 0,4) 

    

4,863 21,0325 
(±3,6)   

24,8395 
(±1,5) 10,11   

22,046  
(± 4,7)   

3,807   
8,4995 
 (± 2,1) 

  

5,61 
  

16,4209 
(±2,1) 

29,0958 
(±4,1) 

11,67
7 

130,3601 
(±26,6)     

4,027 
1,7245 
(± 1,0) 

    

5,693 37,9454 
(±5,1)     12,97     29,1224 

4,163     
8,6175 
 (± 3,0) 

6,433 
  

10,8313 
(±6,11) 

23,5791 
(±1,58) 

13,50
7 

58,705  
(± 10,4)     

4,177       

7,077 
148,101 
(±25,9)     

18,20
3     

70,6761  
(± 3,6) 

4,193 
1,5738 
(± 2,1) 

2,742 
 (± 0,2) 

  

7,797 24,0087 
(±0,8) 

15,5217 
(±3,48)   19,34     

65,7267  
(± 8,5) 

4,21   
16,5953 
(± 2,8) 

  

9,177 
28,6341 
(±5,01) 

19,5648 
(±5,4)   42,66   

14,2621 
 (± 3,1)   

4,447     
0,4676  
(± 0,01) 



9,893 9,4602 
(±1,6)     46,38     

159,8791 
(± 2,1) 

4,6       

10,11 
  75,8994   

    4,74   
3,7782  
(± 0,6) 

  

11,68
3 

154,511
3 

(±30,0)     
    

5,053     
1,1644  
(± 0,2) 

12,96 
    

43,1327 
(±15,3) 

    5,293 
2,9683 
(± 0,4) 

    

13,51 
74,9243 
(±12,3)     

    
5,58 

1,0178 
(± 0,3) 

    

14,74
3 

182,248
3 (±6,7)     

    5,603     
6,242  
(± 1,0) 

18,2 
    

146,428
5 (±24,5) 

    5,983 
4,8895 
(± 1,8) 

    

19,34 
    

98,3075 
(±21,3) 

    6,433   
31,9625 
(± 7,8) 

  

22,88
7 

    
41,5982 
(±4,31) 

    7,067 
13,731 
(± 3,8) 

    

32,47 
  

18,886 
(±2,5)   

    9,447     
2,2851  
(± 0,5) 

33,55
7 

  
13,8300 
(±7,4)   

    10,11 
9,0087 
(± 1,2) 

    

43,22
7 

    
8,7109 
(±0,45) 

    11,68 
158,33 

(± 
11,2) 

    

45,6 
    

7,6954 
(±0,64) 

    12,94   
39,4875 
(± 6,2) 

17,283  
(± 2,5) 

46,36 
    

89,8524 
(±2,6) 

    13,51 
59,172 

(± 
5,34) 

8,8793 
(± 3,1) 

  

 
       17,16 

17,818 
(± 3,0) 

    

 
       19,3 

11,453 
(± 2,1) 

  
85,156 
(± 8,1) 



        29,347     
5,2301 
(± 2,0) 

        30,343 3,3073 
(± 0,4) 

    

        31,983       

        32,463 
5,4828 
(± 1,2) 

    

        33,533 
9,1049 
(± 1,8) 

  
2,4947 
(± 0,5) 

        34,253 
2,0178 
(± 0,4) 

1,7972 
(± 0,4) 

  

        35,143 
4,9041 
(± 0,2) 

    

        35,92     
2,9202 
(± 0,1) 

        40,717       

        42,627 
8,6507 
(± 2,5) 

  
1,597 (± 

0,2) 

        46,387     
13,151 
(± 2,6) 

        46,513 
3,0526 

(± 
1,05) 

    

        46,833 
3,6249 

(± 
1,03) 

  
1,4524 
(± 0,3) 

        47,417 
2,5531 
(± 0,1) 

    

        47,693       

        48,583     
0,7553 
(± 0,01) 

        49,06 
1,421 
(± 0,1)   

2,0506 
(± 0,2) 

        49,81 
3,9172 
(± 0,4)   

1,1822 
(± 0,3) 



        50,187 
1,8723 
(± 0,3)   

  

Fonte: Autoria própria 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. CONCLUSÃO 

 

O Pleurotus ostreatus foi selecionado como o melhor produtor de lacase na 

presença de lignina. O extrato de levedura seguido do tempo de cultivo foram as 

variáveis que mais influenciaram a produção de lacase determinada pelo ABTS. A 

lignina foi a principal variável que estimulou a produção desta polifenol oxidase 

utilizando-se o DMP como substrato. O ótimo da produção 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 análises por CLAE houve o aparecimento de vários picos presentes 

na amostra que possivelmente são metabólitos da lignina. Entretanto, apenas um 

pico teve tempo de retenção semelhante à um dos padrões estudados: o álcool 

vanilinico. Isso indica que possivelmente o fungo foi capaz de biotransformar a 

lignina dando origem à esse composto.  
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