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RESUMO

O Ceriporiopsis subvermispora ¢ um dos fungos da podriddo branca, decompositor
de madeira, pertencente a familia Polyporaceae. As principais enzimas produzidas por este
fungo sdo a lacase (Lac), a manganés peroxidase (MnP) e a atividade de lignina peroxidase
(LiP) ¢ pouco relatada na literatura. Essas enzimas sdo de interesse industrial, utilizadas em
industria de papel, pré-tratamento de material lignoceluldsico para liberacdo de celulose,
biorremendiagdo de poluentes e para a descoloragdo de corantes sintéticos. No entanto, a
sintese destas enzimas depende do meio e do tipo de cultivo sélido, submerso e imobilizado.
Fungos filamentos crescem naturalmente aderidos sobre superficies, e essa caracteristica €
utilizada para biorreatores, portanto, estudos que favorecam a produtividade das enzimas
ligninoliticas em larga escala sdo importantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
produg¢do de enzimas ligninoliticas utilizando o fungo Ceriporiopsis subvermispora
imobilizando em Luffa cylindrica. Utilizou-se o planejamento fatorial 2% tendo como
variaveis a forma da L. cylindrica triturada (-) e clbica (+) e o seu tratamento, a vapor (-) e
com NaOH (+). As atividades enzimaticas, agticares redutores totais, concentracdo de células
imobilizadas e retidas foram quantificadas através de métodos analiticos. O tempo de cultivo
foi de 21 dias. A bucha tratada a vapor e triturada apresentou melhor resultado para a
atividade enzimatica de MnP, com 10,903 Uppp/L. O tratamento a vapor e forma cubica
foram mais indicados para a producgao de Lac com 1,383 Up,./L e também para a imobiliza¢ao
celular com uma concentracao de células de 3,40 g/L e para a retencdo com 0,170. O pico de
produgdo destas enzimas foi no quarto dia de cultivo. Sobre a presenga da atividade
enzimatica de LiP, os ensaios nao foram conclusivos, devido ao método utilizado para sua
determinagdo. Na analise de agucares redutores totais, ndo houve-se quase interferéncia sobre

0 consumo ou a producao dos mesmos.

Palavras-chave: Ceriporiopsis subvermispora; Luffa cylindrica; enzimas ligninoliticas;

planejamento fatorial; imobilizagdo celular.
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1 INTRODUCAO

O Ceriporiopsis subvermispora ¢ um fungo da podriddo branca muito estudado e
utilizado na decomposi¢do de madeira e biopolpacdo, devido a sua caracteristica de degradar
lignina (MENDES, 2008; FARIA, 2010). As principais enzimas produzidas por este fungo,
responsaveis pela degradagdo da lignina, sdo a lacase (Lac) e a manganés peroxidase (MnP).

A atividade da lignina peroxidase (LiP) é pouco relatada na literatura.

Este fungo produz enzimas de interesse industrial, principalmente para aplicagdo
ambiental como, tratamento de efluentes, biorremediacdo e descoloragdo de corantes
sinteticos. Também pode ser empregado na industria de papel, té€xtil e pré-tratamento de
material lignocelulésico. Para todos esses processos as enzimas ndo precisam apresentar um
grau de pureza alto, sendo que o caldo proveniente da fermentacdo pode ser utilizado
(BABIC et al., 2012; MACEDO et al., 2015). No entanto, a producio destas enzimas depende

da composi¢do do meio de cultivo e do tipo de cultivo, se € solido, submerso ou imobilizado.

Normalmente, os fungos filamentos crescem, naturalmente, aderidos sob superficies.
Essa caracteristica é utilizada em biorreatores com biomassa imobilizada, em biorreatores
de leitos embalados, biorreatores de discos rotativos e biorreatores de biofilme (BABIC et
al., 2012). Portanto, podem ser imobilizados em superficies com biomassa vegetal, as mesmas
oferecem o suporte para sua adesdo e o substrato para estimular o metabolismo (BABIC et al.,
2012), sendo a Luffa cylindrica, um exemplo deste tipo de material, pois sua estrutura

apresenta lignina, celulose e hemicelulose.

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) apresenta estrutura natural entrelacada, alto grau de
porosidade, alto volume especifico, biodegradabilidade, baixo custo, leve, cilindrica,
renovavel e atoxica. Além de ser cultivada em todo territorio nacional e possuir estabilidade
em diferentes valores de pH e em altas temperaturas (MEDRADO, 2011; LACERDA, 2015).
Caracteristicas que contribuem para o seu potencial de uso como suporte para imobilizacao

celular sendo um material promissor e atrativo.

Na imobiliza¢ao celular (IC) de fungos filamentosos, os suportes devem apresentar
poros maiores, por crescerem formando hifas, os fungos penetrariam nestes suportes com

maior facilidade, ocupando os espagos internos vazios (COVIZZI et al., 2007). A Luffa



cylindrica, por apresentar poros grandes ¢ um dos suportes ideais para imobilizagdo de

fungos.

No cultivo utilizando células imobilizadas deve-se ter uma apropriada transferéncia de
substrato ¢ O, no meio, favorecendo a nutricdo das células. Isso ¢ influenciado diretamente
pela agitagdo, tempo de cultivo, concentragdo celular, tamanho dos poros do suporte e
viscosidade do meio. Os valores de pH e temperatura também s3o importantes para
crescimento do microrganismos, a temperatura ideal de crescimento do C. subvemispora é em

torno de 27 + 2° C, pH ideal 5 a 4,5 (MENDES, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de enzimas ligninoliticas utilizando o

fungo Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em bucha vegetal (Luffa cylindrica).



2  OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de enzimas ligninoliticas utilizando o fungo Ceriporiopsis

subvermispora imobilizado em bucha vegetal (Luffa cylindrica).

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a producdo de Lacase utilizando Ceriporiopsis subvermispora
imobilizado em Luffa cylindrica com dois tratamentos e duas formas
estruturais diferentes.

e Avaliar a producdo de Lignina Peroxidase utilizando o Ceriporiopsis
subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica com dois tratamentos e duas
formas estruturais diferentes.

e Avaliar a producdo de Manganés Peroxidase utilizando o Ceriporiopsis
subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica com dois tratamentos e duas
formas estruturais diferentes.

e Avaliar a eficiéncia de imobilizagdo celular do fungo Ceriporiopsis
subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica com dois tratamentos e duas
formas estruturais diferentes.

e Avaliar utilizando o planejamento fatorial o melhor tratamento e forma

estrutural para obtencdo de biomassa e enzimas ligninoliticas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ceriporiopsis subvermispora

Os fungos do género Ceriporiopsis Dom. sdao conhecidos como causadores de
decomposi¢do branca da madeira, pertencentes a familia Polyporaceae (BURDSALL IJr.,
1998; MENDES, 2008). Portanto, esses fungos apresentam ampla seletividade para a
degradagdo de lignina em madeiras duras e moles (AKHTAR et al., 1998; AKHTAR et al.,
2000; FERRAZ et al.,2008; FARIA, 2010). Além de serem 6timos colonizadores da madeira,

o que facilita sua imobilizagdo nas mesmas ou em estruturas parecidas (VICENTIM, 2007).

O C. subvermispora ¢é reportado na literatura como um dos mais seletivos para a
degradagdo de lignina, onde as enzimas fungicas removem primeiramente a lignina e os
polissacarideos ndo celuldsicos sem uma degradacao extensa da propria celulose (FERRAZ
et al., 2013; BABIC et al., 2012), muito estudado nesta area, apresentando bons resultados

(AKHTAR et al., 1998; VICENTIM, 2007; BABIC et al., 2012).

A lignina € um polimero natural, polifendlico e amorfo, altamente reticulado, e
resistente & degradacdo biologica (MACEDO et al., 2015). E indutor natural na produgdo de
enzimas ligninoliticas no metabolismo do C. subvermispora (SUSLA et al., 2007; BABIC et

al., 2012). Portanto, suportes a base de lignina estimulam a producdo destas enzimas.

Esta degradagdo ocorre devido ao complexo oxidativo, presente no metabolismo do
C. subvermispora. As principais enzimas envolvidas sd3o a lacase (Lac) e manganés
peroxidase (MnP), juntamente com mediadores de baixa massa molecular, quais por possuir
justamente baixa massa molecular sdo difusiveis e podem dar inicio a decomposicdo da

madeira e facilitar a penetragcdo de enzimas degradantes de lignina (MACEDO et al., 2015).

Esses compostos de baixa massa molar desorganiza a estrutura da parede celular,
aumentando o tamanho dos poros ja presentes nesta estrutura. O maneira exata da agdo destes
compostos ndo € completamente relatada em literatura. Sabe-se que atuam na parede celular
de vegetais, além de serem cofatores de enzimas oxidativas (LiP, Lac e MnP) na degradagdo
de lignina. J4 em enzimas hidroliticas que realizam a degradacao dos polissacarideos ndo ha a
existéncia dos mesmos. Alguns exemplos desses agentes de baixa massa molar sdo o alcool

veratrilico, acido oxalico, acido 3-hidroxi-antranilico, entre outros (MENDES, 2008).



Normalmente, a degradagdo de lignina por esses fungos também ¢ explicada devido a
penetragdo de suas hifas na parede da célula da madeira e secre¢do de enzimas que atuam
sobre a madeira. A hemicelulose e celulose sdo despolimerizadas, ja a lignina € fragmentada e
convertidas em substincias soliveis susceptiveis ao metabolismo intracelular que culmina na
geracdo de energia, CO, e 4gua (FARIA, 2010). Isso explica o fato desses fungos serem boas
ferramentas para a biotecnologia, uma vez que podem atuar sobre estruturas complexas como

a lignina, celulose e hemicelulose fazendo a sua degradagao.

Quando o C. subvermispora ¢ cultivado utilizando diferentes fontes de carbono, pode-
se induzir enzimas do complexo celulolitico (endoglucanase, B-glicosidase e exoglucanase),
hemicelulolitico (xilanases, B-xilosidase) e ligninolitico (manganés peroxidase, lacase e
lignina peroxidase) e de proteases (FARIA, 2010). O cultivo em estado sélido deste fungo
utilizando a casca de arroz, como suporte para imobilizagdo produziu celulase, xilanase,

lacase, fenoloxidases totais e celobiose desidrogenase (PRICHULA et al., 2010).

MAGALHAES (2005) investigou a presenga das enzimas hidroliticas produzidas pelo
C. subvermispora em biorreatores contendo cavacos de Pinus taeda, por 30 dias, a 27° C. A
producdo das enzimas variou no cultivo em biorreator obtendo-se xilanase, mananase,

endoglucanase, B-glicosidase e baixas atividades de f-xilosidase.

Em relagdo as enzimas lignindliticas, o C. subvermispora produz, principalmente,
lacases (Lacs) e manganés peroxidases (MnPs). Enzimas envolvidas na mineralizagao da
lignina, e decomposi¢dao da madeira, atuando em conjunto com compostos de baixa massa
molar (RUTTIMANJOHNSON et al., 1993; FERRAZ; CORDOVA; MACHUCA, 2003;
RUTTIMANJOHNSON et al.,, 1993; AGUIAR; FERRAZ, 2008; FARIA 2010). Ja a
produgdo de lignina peroxidase (LiP), normalmente, ndo ¢ relatada nos trabalhos publicados
(FARIA, 2010). Porém, TANAKA et al. (2009), descreveram pela primeira vez a atividade de
LiP, em um cultivo de doze semanas em cavacos de Fagus crenata. Na segunda semana
observaram a presenga da LiP, tendo uma melhor produ¢do na terceira semana. Apos a
terceira semana, comecou a diminuir rapidamente até a oitava semana de cultivo. A celobiose
desidrogenase (CDH), também, ¢ produzida pelo C. subvermispora. Esta enzima,
aparentemente, estd associada aos sistemas celulolitico e oxidativo de fungos basidiomicetos,
ascomicetos e em algumas bactérias (HENRIKSSON; JOHANSSON; PETTERSSON, 2000b;
ZAMOCKY et al., 2006; FARIA, 2010).



As isoformas das enzimas MnP e Lac, do C. subvermispora, sdo codificadas por trés e
dois genes, respectivamente, com seus respectivos alelos (LOBOS et al., 1994;
KARAHANIAN et al., 1998; LARONDO et al., 2001, 2003; FARIA, 2010). De acordo com
FARIA (2010) a regulacdo da expressdo génica ¢ determinada por sitios encontrados em
algumas regides nos genes de MnP (mnp) que possuem elementos proximais comuns como:
TATA box, sitios AP1 e AP2, bem como sitios para regulacdo da transcricdo por metais
(MRE), cAMP (CRE), compostos xenobioticos (XRE) e choque térmico (HSE), e para os
genes de Lac (/cs) a regulagdo ocorre por elementos promotores TATA box, sitios CAAT e

MREs e elementos ACE1.

Para a expressdo da MnP o Mn*'causa uma regulagio diferencial no gene mnp (I e 2)
em C. subvermispora. E sugerido que o fon metalico tem participagdo ativa na modifica¢io
transcricional de RNAm (mnp) (FARIA, 2010). No entanto, esse fungo produz MnP na
presenca e na auséncia de Mn”", porém na auséncia deste ion a sintese de MnP é intracelular,
e quando hé adi¢do do ion ocorre favorecimento da secre¢do da enzima (MANCILLA et al.,

2010; FARIA, 2010).

MANUBENS et al. (2007) avaliou-se o efeito do Mn®" na produgio de lac
extracelular, observaram que em altas concentragdes de Mn*" a transcri¢do de RNAm (lcs), da
lacase foi diminuida, ja em baixas concentragdes foram obtidos altas expressdo do gene /cs,
isso foi confirmando pelas as analises de “Northern blot”. Porém, quando havia a presenga do
Cu*" ou Ag’, teve-se alta transcri¢do de RNAm (/cs), somente em culturas que tinha auséncia
de Mn?". Neste estudo também observou que o Mn®" estimula o crescimento do micélio do

fungo.

Outra questdo interessante, ¢ o efeito de cobre na expressdo de genes da Lac, o qual
também ¢ regulador na transcricdo de RNAm (/cs), isso foi confirmado através de analises
“Northern blot” realizadas a partir de cultivos de C. subvermispora. Na auséncia de Cu** nio
foram localizados transcritos para RNAm (/cs), enquanto na sua presenga ocorreu o oposto

(KARAHANIAN et al., 1998; FARIA, 2010).

Portanto, cobre ¢ importante para transcricdo de RNAm (/cs), desta forma, como ja
mencionado na literatura os genes mnp (1 e 2) de C. subvermispora também foram transcritos

. + . . .
quando a cultura foi suplementada com Cu®’. Logo, isso evidencia que cobre pode exercer



regulagio diferencial tanto para Lac quanto para MnP (ALVAREZ et al., 2009; FARIA
2010).

O Ceriporiopsis subvermispora tem muitas aplicagdes industriais, principalmente em
pré-tratamento de material lignocelulosico, para liberagdo de lignina e celulose, nas industrias
de papel e téxtil, tratamento de efluentes, biorremediacdo de poluentes e degradagdo de

organopoluentes (BABIC et al., 2012).

Alguns estudos relatam que o sistema ligninolitico do C. subvermispora nao produz
lignina peroxidase em culturas sélidas e liquidas, necessitando de estratégias para sua
produgdo (SALAS et al., 1995; ENOKI et al., 1999; LOBOS et al., 2001; HOFRICHTER,
2002; HAKALA et al., 2004; SOUZA-CRUZ et al., 2004; MAGALHAES, 2005).

Como descrito o C. subvermispora produz diferentes enzimas. Sendo que a produgdo
in vitro destas enzimas ¢ dependente da composi¢cao meio de cultivo, do tipo de fermentagao,
estado liquido, so6lido, submerso ou imobilizado. E interessante dizer que em estado solido,
por melhor imitar seu habitat natural, pode favorecer resultados positivos (MENDES; FARIA,
2010).

Os fungos filamentosos possuem caracteristica natural para aderir as superficies,
portanto, isto pode ser utilizado em varios tipos de biorreatores como em biomassa
imobilizada, em biorreatores de leitos embalados, biorreatores de discos rotativos e

reatores de biofilme (BABIC et al., 2012).

Ao realizar seu cultivo em meio liquido e com agente imobilizante, promove a
transferéncia de substrato e O, no meio de cultivo facilitando sua nutri¢do. E claro, que isso
sera influenciado pela agitagdo, aeragdo, tempo de cultivo. Essas varidveis sdo importantes
para que ocorra uma transferéncia de massa eficiente. Os valores de pH e temperatura bem
controlados s@o essenciais para crescimento do microrganismos, sua temperatura ideal de
crescimento € em torno de 27 + 2° C, pH ideal 5 a 4,5 e agitagdo 100 a 150 rpm (MENDES,
2008 ; FARIA, 2010).

3.1.1 Lacase (Lac)

A lacase (Lac) foi descrita pela primeira vez em 1883 por YOSHIDA que extraiu a

enzima de exudato da arvore de Rhusvernicifera, uma arvore de laca japonesa. Em 1896,



BERTRAND e¢ LABORDE consideraram as lacases como enzimas produzidas por fungos
(VISWANATH et al., 2014; LORENCI, 2016).

Estas enzimas pertencem ao grupo das oxidases azuis de cobre, denominadas
multicobre oxidases azuis, que catalisam a oxida¢do de fendis, aminas aromaticas, € outros
compostos aromaticos, realizando a redu¢do do oxigénio molecular a 4gua (LORENCI, 2016).
A lacase tem massa molar na faixa de 50 a 130 kDa (ALVES, 2011) e contém ions de cobre
no seu sitio ativo. Onde, dois destes sdo responsaveis por fazer a transferéncia de elétrons
durante as reagdes redox (FAN et al., 2014). Um dos centros ¢ mononuclear e possui o cobre
tipo 1 (T1), ja& o outro centro ¢ tri-nuclear e possui um cobre do tipo 2 (T2) e dois do tipo 3
(T3), que podem ser visualizados na Figura 1 (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015;
LORENCI, 2016).

Figura 1: Representagdo de uma lacase, mostrando os ions cobre (T1, T2, T3). As esferas cinza representam
carboidratos. Fonte: LORENCI, 2016.

O cobre T1 ¢ responsavel pela coloracdo azul da lacase, com a banda de absor¢do em
torno de 600 nm (FAN et al., 2014) e perto dele ocorrem as oxidagdes dos substratos
(LORENCI, 2016). Portanto, a partir das oxidagdes acontece a transferéncia de elétrons para o
centro tri-nuclear, onde se tem a reducdo de dioxigénio para moléculas de agua

(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; LORENCI, 2016).

Em conjunto com trés moléculas de histidinas, o cobre T2 atua na atividade catalitica e
redox (LORENCI, 2016). E por fim, o cobre T3 realiza a ativagdo do O, para transporte e
oxigenagdo, também em conjunto com trés histidinas (MESSERSCHMIDT, 1990; GIL et al.,
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2009; LORENCI, 2016).

E importante dizer que podem haver pequenas alteragdes em lacases produzidas por
diferentes espécies, pois podem ter distintas caracteristicas cataliticas, mesmo que o local
catalitico tenha sido conservado evolutivamente (LORENCI, 2016). Podendo apresentar

variabilidade tanto na sua estrutura proteica quanto nos glicidios (ALVES, 2011).

Mesmo tendo seus sitios cataliticos bem descritos na literatura, ainda nao se sabe de
forma precisa, como a lacase atua na degradagdo da lignina. Porém ¢ uma enzima produzida
por, praticamente, todos os fungos de decomposi¢do branca, e em alguns deles ¢ a Unica

enzima presente, como o Pycnoporus cinnabarinus (CARDOSO, 2009).

Essa enzima ¢ muito importante em processos biotecnoldgicos, uma vez que pode
atuar sobre a estrutura de diversos compostos quimicos, semelhantes a lignina, tais como,
pesticidas, corantes, herbicidas, que necessitam de serem degradados, antes de serem

descartados no meio ambiente (ALVES, 2011).

A determinacdo da atividade enzimatica da Lac pode ser feita em espectrofotdmetro e
isso ¢ possivel devido a sua caracteristica de oxidar compostos, pois tem elevado potencial
redox, como na presen¢a de mediadores adequados, como ABTS (4cido 2,2"-azino-bis-(3-
etilbenzo-tiazol-6-sulfonico), 1-hidroxibenzotriazol e acido 3-hidroxiantranilico, como

mostrado na Figura 2 (MESTER; TIEN, 2000; FARIA, 2010).

Ligninagy Lacase o,
Reduzida Cu*
Lignina " Lacase H,0
Nativa Cu**
Lignina Mediador,,, Lacase 0,
Reduzida Cu’
— . Lacase
Lignina,, Mediador H,O
= ++
Nativa Cu

Figura 2: Ciclo catalitico de Lacs . Oxidagao de lignina pela Lac, por consequéncia redugdo de Cu” e inativagao
de sua atividade. Para a Lac estar na sua conformagdo nativa é necessario o ion Cu’" Fonte: FARIA, 2010.



Alguns estudos relataram que a expressdo dos genes que codificam a sintese da Lac
ndo ¢ dependente da auséncia de nutrientes. As enzimas sdo expressas constitutivamente em
muitos basidiomicetos, apresentando uma baixa expressdo, porém quando se tem a adig¢do de
indutores, como o 2,5-xilidina, ao meio de cultivo estd expressdo ¢ aumentada (COLLINS;

DOBSON, 1997; FARIA, 2010).

As Lacs sdo enzimas de ampla distribui¢do ocorrendo em bactérias, plantas, insetos e
fungos. Sendo utilizadas, na industria téxtil, de alimentos, de papel, tratamento de efluentes,
farmacéutica, imunoquimica e até mesmo em biossensores. A sua massa molar, pH e
temperatura 6tima, especificidade de subtrato, sdo dependentes da fonte, do procedimento e

da etapas de purificacdo (LORENCI, 2016).
3.1.2 Lignina Peroxidase (LiP)

A primeira descricdo das LiP foi em 1983, quando TIEN e KIRK realizaram um
estudo para degradagdo de lignina em culturas de Phanerochaete chrysosporium. Essas
enzimas sdo glicoproteinas globulares com massa molar variando de 38 a 42 kDa, com ponto

isoelétrico de 3,2 a 4,0 e pH 6timo proximo de 3,0 (FARIA, 2010).

A sua estrutura apresenta oito pontes dissulfeto, dois sitios de ligagio de Ca®", dois
dominios, o distal (C-terminal) e proximal (N-terminal) (GONCALVES, 2010). Sao
hemeproteinas monoméricas, o Fe (III) do grupo heme ¢ situado entre estes dominios. O ion
férrico é pentacoordenado com quatro nitrogénios tetrapirrol e um residuo de histidina
(HAMMEL; CULEN, 2008; FARIA, 2010). Um dos sitios que se liga a H,O,, ¢ formado
por um residuo de arginina e histidina (GONCALVES, 2010).

Alguns autores relatam que pelo menos um dos sitios de ligagdo ao substrato esta
localizado na superficie da enzima, ¢ compreende residuos de aminoacidos aromaticos e nao
polares. Essa enzima catalisa diversos substratos, desde pequenas moléculas aromaticas nao
fenolicas até lignina, por isso um de seus sitios de ligacdo deve estar na sua superficie

(CAMERON; TIMOFEEVSKI; AUST, 2000; GANCALVES, 2010).

As LiPs s@o enzimas chave no processo de degradacao de lignina, tém potencial redox
acima de 1,4 V, na presenca de H,O, ( WONG, 2009). Ela promove a clivagem oxidativa de
ligagdes C-C e C-O-C em estruturas aromaticas ndo fendlicas, diferencial em relagdo a outras

peroxidases (WONG, 2009). Ao realizar essa oxidagdo, produz radicais livres catidnicos
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arilicos que convergem para oxidacdo de alcoodis benzilicos, hidroxilagdo, desmetilacdo,
abertura de anéis aromaticos e dimerizacdo ou polimerizagdo entre fenois (ESPOSITO e

AZEVEDO, 2004; GANCALVES, 2010).

Como a LiP requer H,O, para a atividade catalitica, o metabolismo dos
microrganismos necessita produzir o perdxido de hidrogénio por diferentes vias metabolicas.
A expressdo dessas vias depende dos nutrientes do meio de cultivo e das condi¢des de cultivo

(CONESSA; PUNT; van den HONDEL, 2002; GOLCAVES, 2010).

No seu ciclo catalitico, a oxidagio comega pelo Fe’* para Fe*pela agdo de um aceptor
de elétrons, H,O,, que atua como substrato na reacdo com a enzima nativa. A partir desta
oxidagdo ¢ gerado o composto I oxidado, radical catiénico da LiP deficiente de dois elétrons.
Pela redu¢do do composto I, por transferéncia de um elétron, ¢ formado o composto II, neste
o ferro continua como Fe*', mas ndo como um radical livre, um agente redutor que pode ser
um substrato como o alcool veratrilico. Na ultima etapa, a reducdo ¢ realizada por um elétron
proveniente de um segundo substrato, a enzima retorna a sua forma nativa, e completa o ciclo
catalitico, Figura 3 (FARIA, 2010). Na auséncia do substrato redutor, o composto II ¢ oxidado
pelo H,O, dando origem ao composto III, uma forma da LiP com limitada capacidade
catalitica gerada na presen¢a de H,O, em excesso (HAMMEL; CULEN, 2008; MARTINEZ ,
2002; CORREIA et al., 2011; WONG, 2009).

H.O. H.0

\_/ ’
DY G WD

LiP (nativa) LiP {composta )

CH,OH v i
]
@’l E(_ GCH Alcool Veratrilico
"gc"ﬂc": (.H:'
3
CH OH

chom LiP {composto 1) ‘
A Radical catidnico

[D\l - acu; dlcool Veratrilico
" OCH4 @

OCH,
@]

Excesso Hz02

Hz20
°
LiP (composto )
Figura 3: Ciclo catalitico de LiPs. Fonte: Modificado de FARIA, 2010.
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O 4lcool veratrilico (AV) também conhecido como alcool 3,4-dimetoxibenzilico, ¢
uma substancia produzida e secretada por muitos fungos ligninoliticos. Esse composto
oxidado pela LiP, atua como seu indutor e estabilizador, para evitar a inativacdo por excesso
de H>0; no meio (GANCALVES, 2010). Como obeservado na Figura 3, o 4lcool veratrilico ¢
formando na primeira redugdo pelo composto I, e existe como um complexo com o composto
II, que ¢ cataliticamente ativo por uma segunda molécula de AV para formar um aldeido. O
AV converte o composto ITI na enzima nativa via formagio de AV, atuando como mediador

redox, oxidando substratos que LiP ndo poderia oxidar diretamente (FARIA, 2010).

Além disso, o dlcool veratrilico aumenta a atividade enzimatica da LiP e por
consequéncia, a degradagdo de lignina (FARIA, 2010). Atua como um mediador redox em
reagdes catalisadas pela LiP, formando o radical 4lcool veratrilico (AV ™) (HATAKKA, 2001;
FARIA, 2010). Além disso, pode atuar como co-substrato dirigindo oxidagdes
monoeletronicas em nucleos aromaticos ndo fenolicos, formando radicais catidnicos, os quais
agem em oxidagdes ndo enzimaticas posteriores (MESTER;JONG; FIELD, 1995;
POINTING, 2001; GANCALVES, 2010).

3.1.3 Manganés Peroxidase (MnP)

A MnP foi identificada em 1996 em Phanerochaete chrysoporium (MARTINEZ et al.,
1996). Essa enzima ¢ uma glicoproteina, dependente de perdxido de hidrogénio, ions
manganés , a-cetoacidos como lactato (SILVA, 2012; FILHO, 2008). Sao heme-proteinas
expressas em diferentes formas de isoenzimas, sua massa molar ¢ de 38 a 62,5 kDa, ponto
isoelétrico de 3,2 a 4,0 ( HOFRICHTER, 2002; FARIA, 2010; GONCALVES, 2010). A

Figura 4 mostra a estrutura tridimensional desta enzima.

Figura 4: A estrutura geral de manganés peroxidase. As esferas vermelhas representam os ions de célcio e a

esfera marrom representa o ion de manganés. Fonte: SUNDARAMOORTHY et al., 2010; SILVA, 2012.
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As MnP sao produzidas pelos fungos causadores da podriddo branca, agindo
conjuntamente com lignina peroxidase ¢ com lacase na biodegradacdo da lignina ou de
compostos relacionados. Além disso, catalisa a oxidacdo de uma grande variedade de

substratos naturais e sintéticos (SILVA, 2012).

A produgdo de diferentes isoformas da enzima ainda ndo ¢ bem compreendida, porém
em cultivo de P. chrysosporium, a expressao das mesmas ¢ regulada em fun¢do da idade do
cultivo, da composi¢do do meio e da disponibilidade de Mn®*. Portanto, apresenta formas

diferentes quando se varia estas fun¢des (FARIA, 2010).

O ciclo catalitico das MnPs envolve quebras de ligagdes C-C e aril-alquilicas em
compostos fenodlicos e ndo fenodlicos (Figura 5) (GOLCALVES, 2010). A catalise inicia a
partir da oxidacdo de H,O; ou peroxidos organicos. A enzima perde dois elétrons e passa a ser
designada como composto I ou complexo Fe*" (oxoporfirina) com liberagio de agua (FARIA,
2010; GOLCALVES, 2010). De acordo com FARIA (2010), a reducdo da enzima até a forma
nativa ocorre através de dois passos sucessivos, que tem o composto Il como intermediario. A
forma¢do do composto II requer a presenga de um doador de elétrons que tenha potencial
redox apropriado, podendo ser o0 Mn”" ou outro. Porém, para a conversdo do composto II a

enzima nativa, ¢ indispensavel a presenca do Mn*>* (FARIA,2010).

Na presenga de elevadas concentragdes de HO, pode ocorrer a inativagao reversivel

da MnP através da formagao de um intermediario, chamado composto III (FARIA,2010).

RH
H'+ Re

Composto I

iy RH

Figura 5: Ciclo catalitico de MnPs. Fonte: HOFRICHTER, 2002.
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De acordo com a Figura 5, o Mn®" originado durante o ciclo catalitico é quelatado por
acidos organicos (oxalato, malonato, malato, lactato, tartarato), os quais sdo produzidos e
secretados pelo proprio fungo. Os radicais fenoxila e amino na presenga de oxigénio
molecular, sdo formados através dos compostos fenodlicos da lignina, sendo que os ions
quelados agem como mediadores redox. Estes ions sdo de massa molecular pequena e

catalisam a oxidac¢do utilizando somente um elétron (GONCALVES, 2010).

De acordo com GONCALVES (2010) os acidos organicos e oxigénio sdo responsaveis
pela liberacdao de ions superoxidos, ¢ uma das etapas que possibilitam a abertura de anéis
aromaticos. Os anions superdxidos reagem com radicais aril resultantes da acdo de complexos
Mn*"/4cido organico. A formagdo de um eter-peréxido instavel desencadeia a fissdo da
estrutura aromdtica. Alguns compostos organicos sulfurados e acidos graxos insaturados
também podem desempenhar papel importante, atuando como co-substratos, agindo sobre a

lignina ap6s conversdo enzimatica em radicais reativos.

Essa enzima tem alto potencial de degradagdo, atuando em estruturas semelhantes a
lignina, como substincias himicas organopoluentes, incluindo xenobidticos persistente.
Portanto, a MnP possui diversas aplicagdes industriais, devido a sua inespecificidade (SILVA,
2012).

3.2 Imobilizacdo de células microbianas

Os estudos com imobilizagcdo de células surgiram da observagdo do crescimento de
microrganismos sobre diferentes superficies no ambiente, como em caules de arvores, cascas
de frutas, entre outros (MORAO, 2011). Portanto a IC (Imobilizagdo celular) consiste na
reten¢do fisica de células em uma regido definida, sendo mantidas sobre viabilidade tanto em
processos de operacdo continua quanto em descontinua, pode-se fazer a reutilizacdo das
mesmas em processos posteriores (KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER, 2000; MORAO,
2011; SANTOS, 2013). Ha dois tipos de leitos para imobilizagdo microbiana os que
aprisionam fisicamente as células, e os que as células sdo aderidas a superficie (ELIZEI ef al.,

2014).

A IC ¢é uma alternativa para a conducdo de bioprocessos, pois as células ficam retidss
em uma matriz e podem ser utilizadas inumeras vezes (CANILHA et al., 2006; ELIZEI et al.,

2014). Durante a fermentagao o estado morfologico do microrganismo influencia a sintese dos
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metabdlicos gerados, por exemplo, enzimas de interesse comercial. Uma das alternativas para

aumentar rendimento e tentar diminuir tempo de produgdo ¢ a IC (COVIZZI et al., 2007).

A IC pode facilitar a recuperacdo do produto de interesse na fase de downstream, e
ajudar na manuten¢do dos fermentadores, uma vez que ndo apresenta problemas de adesdo e
obstrugdo celular nos eletrodos e tubos (MOREIRA et al., 1998; KOURKOUTAS et al.,
2004; BERGMAIER; CHAMPAGNE; LACROIX, 2005; COVIZZI et al., 2007).

Além disso, pesquisas utilizando novos materiais para IC permitem que 0s processos
fermentativos com células imobilizadas sejam realizados em condi¢des mais extremas, como
em diversos valores de pH e agitacdo. Dessa maneira, é possivel trabalhar em condigdes mais
toxicas para células, por exemplo, em tratamento de efluentes contaminados com fendis e

derivados (JUNTER; JOUENNE, 2004; WANG et al., 2005; COVIZZI et al., 2007).

Ha diferentes tipos de suportes para imobilizagdo de células, exemplificados na Figura

6 (SANTOS, 2013).

Suportes para imobilizagio

Organicos Inorginicos
| |

Celulose, Agar. Amido, Quitina, Quitosana| Colageno. Seda. Areia, Argila. Betonta, Pedra pondes.
Albumina. Bucha vegetal Alginato de calcio. Bagaco de cana, Carvio, Porcelana, Alumina, Vidro
Glaten. Bagaco de cevada, Palha de milho. pectina. Carragena. poroso. Cerdmeca, Silica. Oxido de
Casca de frutas. pedagos de frutas. Gelatina. Maltodextrina. ferro. Ago inox. Oxido de niquel.
Resina. Poliestireno, Terra diatomacea, lipmina, Nailon Alumino-silicatos.

Polivinilicos. Poliacrilatos.

Figura 6: Esquema representativo dos principais suportes utilizados em imobilizagdo celular e enzimatica.

Fonte: SANTOS, 2013.

Para COVIZZI et al. (2007) ha técnicas clédssicas de IC e essas podem ser divididas em
duas classes: as naturais, as quais incluem a formagdo de biofilmes e a adesdo/adsor¢ao
microbiana em suportes sintéticos ou naturais; e as artificiais, que incluem a encapsulagdo em
matrizes como alginato de calcio ou uso de agentes ligantes. A Figura 7 ilustra os diferentes

métodos de IC.
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Figura 7: Diferentes métodos de imobilizag@o celular de microrganismos. Fonte: PILKINGTON et al. (1998);
COVIZZI et al. (2007).

A principal desvantagem da IC ¢ dificuldade na transferéncia de massa que afeta a
fisiologia e a cinética de crescimento celular. A matriz celular utilizada pode romper devido o
crescimento celular, a geracdo de gases, isto ocorre por causa da limitagdo de transferéncia de
oxigénio, a qual pode ser minimizada dependendo da matriz, como em matriz de poros um
pouco maior, ou com maior quantidade de poros. Porém, o método apresenta mais vantagens,

como ja visto, do que desvantagens (COVIZZI et al., 2007).

O tamanho do poro, a quantidade de poros e o grau de hidrofobicidade da matriz
interferem na adesao celular. A escolha da matriz ¢ de acordo com o microrganismo utilizado

e com o produto de interesse (COVIZZI et al., 2007). E possivel construir diferentes tipos de
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IC para processo fermentativos, tornando-os economicamente vidveis e com boa

produtividade.

Os fungos filamentosos tem uma morfologia complexa com estruturas celulares
diferentes em cada etapa do seu ciclo de vida. Sdo microrganismos eucarioticos amplamente
utilizados em processos fermentativos industriais, principalmente na producdo de enzimas
comerciais. Para sua IC empregam-se suportes porosos. A IC de fungos filamentosos requer,
poro de maior tamanho, pois as células em crescimento (hifas) penetram no suporte com

maior facilidade, ocupando os espacos internos vazios (COVIZZI et al., 2007).

Diferentes materiais podem ser utilizados para realizar a IC, para imobilizagdo de
fungos normalmente se utiliza espuma de poliuretano (FARIA, 2010), madeiras (BABIC et
al., 2012) alginato (ELIZEI et al., 2014), entre outros. Alguns materiais sdo sintéticos e nao
biodegradaveis causando problemas no meio ambiente apds sua utilizagdo, sendo necessario
realizar o descarte corretamente. Outros sdo toxicos, ndo sendo utilizados na induastria de
alimentos, por exemplo. Por isso, o estudo de materiais alternativos, renovaveis,

biodegradaveis, de baixo custo, facil disponibilidade é importante (MORAO, 2011).

Deste modo, a bucha vegetal (Luffa cylindrica) ¢ um material atrativo, pois € cultivado
em todo territdrio nacional, ¢é leve, cilindrica, porosa, tem estrutura entrelagada, apresentando
boas caracteristicas ndo somente para imobiliza¢do de fungos filamentosos, mas para IC em
geral. Além disso, ¢ um composto natural, resistente a variacdo de pH e a altas temperaturas

(MEDRADO, 2011; BARROSO et al., 2014).
3.2.1 Luffa cylindrica

Luffa cylindrica mais conhecida como bucha vegetal, pertence a familia das
Cucurbitaceas, ¢ um tipo de trepadeira herbacea que atinge 10 metros ou mais de
comprimento, possui flores com coloragdo amarelo intenso e folhas grandes, o fruto ¢ verde,
cilindrico, sendo que o seu tamanho pode variar de 15 a 50 cm e o didmetro de 8 a 10 cm
(Figura 8). Ha sintese de semente nos frutos, o que facilita sua proliferagio (OBOH;

ALUYOR, 2009; MEDRADO, 2011).
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Figura 8: Imagem de uma plantagdo de Luffa cylindrica. Fonte: EXOTIC-PLANTS, 2017.

Cultivada em todo territorio brasileiro, pois cresce bem em climas tropicais devido a

sua grande plasticidade em relagdo ao clima (BARROSO et al., 2014).

A bucha, fruto da Luffa cylindrica, ¢ composta por uma rede de fibras finas,
resistentes, elasticas, macias (COELHO, 2007; MEDRARO, 2011), apresenta estrutura leve e
cilindrica (LACERDA, 2015). E formada principalmente por celulose, hemicelulose e lignina.
A celulose ¢ um polissacarideo linear formado por varias unidades de glicose, o principal
elemento da parede celular da fibra (COELHO, 2007; MEDRARO, 2011). Ja a hemicelulose
¢ um polissacarideo com cadeias curtas e ramificadas, composto de diferentes unidades de
acucares. A lignina é um polimero organico complexo, amorfo que oferece firmeza e rigidez
ao conjunto de fibras formado por celulose e hemicelulose (ALVES, 2005; MEDRARO,

2011). A Tabela 1 apresenta a composicao quimica da bucha vegetal.
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Tabela 1: Composi¢do quimica da Luffa cylindrica.

Constituintes Conteudo (%)
Celulose 60
Hemicelulose 30
Lignina 10
Total 100

Fonte: OBOH; ALUYOR, 2009; MEDRADO, 2011.

Devido a sua estrutura natural entrelacada e altamente porosa, alto volume especifico,
biodegradabilidade, baixo custo, renovavel e atoxica, a bucha vegetal tem potencial de uso

como suporte para imobilizacao celular (MEDRADO, 2011; LACERDA, 2015).

De acordo com LACERDA (2015) Luffa cylindrica pode ser usada em diversos
valores de pH, devido a sua resisténcia e posteriormente ser lavada, autoclavada e usada

novamente, para imobilizar outras células. Deste que ndo seja degradada durante o processo

(MARAO, 2011).

A Luffa cylindrica ja foi utilizada como suporte imobilizante para Saccharomyces
cerevisiaze na producdo de etanol (OGBONNA et al., 1994), Proteus vulgaris para
descoloragdao de corantes (SARATALE et al., 2011), Bacillus firmus para produgdo de
dextrina (PAZZETTO et al., 2011), Fusarium moniliforme para biossintese de dacido
giberélico (MELEIGY; KHALAF, 2009), Scenedesmus obliquus para a biosor¢cao de Cd
(CHEN et al., 2014), Aspergillus terreus para producdo de sapogenol de soja B (AMIN;
MOHAMED, 2012), Thermomucor indicae na produgdo de lipases (FERRAREZI et al.,
2014).

3.3 Planejamento fatorial

Um planejamento experimental é realizado, com o objetivo de variar as entradas de
um processo, de maneira que avalie as provaveis mudancas sofridas pela varidvel resposta,
analisando sua alteracdo e o motivo pelo qual ocorreu. Desta forma, o planejamento visa
definir uma sequéncia de coletas de determinados dados experimentais para que se possam
atingir objetivos definidos previamente. Para realizar um planejamento com duas ou mais
variaveis que influenciam o processo, ¢ indicado o planejamento fatorial, sendo eficiente,
simples e util. Esse método permite avaliar, simultaneamente, o efeito de um grande numero

de variaveis, a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais. Estudando o efeito de
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diversos fatores sobre uma determinada variavel de interesse (PERALTA-ZAMORA et al.,
2005; CUNICO et al., 2008; BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Para sua execucdo ¢ necessdrio que todos os niveis do fator de estudo sejam
especificados. Para que o mesmo seja completo, deve-se determinar e incluir todas as
combinagdes dos niveis do fator. E com base nas respostas obtidas, avaliar qual foi o efeito

proveniente dessa combinacdo (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Um fator ¢ cada variavel a ser controlada no sistema em estudo. Os niveis sdo as
condi¢gdes de operacdo dos fatores investigados nos experimentos, € sdo identificados por
nivel baixo (-) e nivel alto (+). Ja o efeito ¢ a mudanga ocorrida na resposta quando se muda

do nivel baixo (-) para o nivel alto (+) (CUNICO et al., 2008).

Esse tipo de planejamento pode ser representado por b* em que “A” representa o
nimero de fatores e “b” o numero de niveis escolhidos. Por exemplo, um planejamento
fatorial 27, apresenta 2 varidveis avaliadas em dois niveis. Neste caso, apenas 4 ensaios sdo

necessarios para avaliar todas as combinagdes possiveis (CUNICO et al., 2008).

Na realizagdo do planejamento 22, os ensaios sdo realizados e as respostas obtidas
em todas as quatro combinagdes sdo registradas. A lista das combinagdes € conhecida como
matriz de planejamento. E importante realizar os ensaios em duplicadas de forma aleatoria,
produzindo um total de oito respostas, podendo realizar o erro experimental ou o desvio
padrdo de uma resposta individual. Sendo que a extensdo desse erro € importante para decidir

se existem ou ndo efeitos significativos (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

O efeito principal ¢ definido como a diferenca média obtida na resposta, sendo a
resposta média para o nivel (+) e a resposta média para o nivel (-),, ele pode ser dado pela

equagdo 1 (CUNICO et al., 2008; BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

2y+—2y‘) (Eq. 1)

Efeito principal = 2 x ( =

Em que:
y = média dos efeitos individuais da medida;

b = nimero total de experimentos no planejamento.
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Para o experimento fatorial 2%, a equacdo do efeito principal pode ser resumida,

como a equagao 2.

Efeito principal = (W#) (Eq. 2)

Os efeitos de interagdo sdo a metade da diferenga entre os efeitos principais de uma
variavel nos niveis de outra. Sendo que se considera os sinais ja atribuidos as varidveis

envolvidas, como se fosse uma operagdo matematica de multiplicagdo (CUNICO et al., 2008).

O erro padrao € o erro na determinagdo dos efeitos, sendo o mesmo, tanto para os
efeitos principais quanto para os de intera¢do, e ¢ representado dado pela equagdo 3

(CUNICO et al., 2008).

Erro Padrdo do Efeito = \/% (Eq. 3)

Em que:
s = erro na medida (desvio padrao);
k = nimero de fatores experimentais no planejamento experimental (CUNICO et al.,

2008).

Para o caso do planejamento fatorial 2°, a equagdo 3 pode ser simplificada como na

equagao 4.

N

Erro Padrdo do Efeito = 5 (Eq. 4)

Os resultados sdo visualizados e interpretados graficamente. Neste caso, as respostas
obtidas para os experimentos sdo mostradas como func¢do das variaveis estudadas (CUNICO

et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

Na realizagdo do experimento, o planejamento fatorial 22 foi utilizado para verificar a
influéncia da Luffa cylindica tratada e a modificagdo da sua forma na producdo de enzimas
ligninoliticas pelo Ceriporiopsis subvermispora. Os ensaios foram feitos em duplicadas. As
variaveis analisadas foram a forma da bucha (triturada ou pequenos cubos) e o tratamento da

bucha (a vapor ou tratada com NaOH a 1 mol/L), Tabela 2.

Tabela 2: Planejamento experimental 22 para avaliar producdo de enzimas ligninoliticas
utilizando o Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica.

Ensaio Variavel A Nivel Variavel B Nivel

1 Vapor - Triturada -

2 NaOH + Triturada -

3 Vapor - Cubica +

4 NaOH + Cubica +

5 Controle * * *

6 Controle * * *

7 Controle * * *
*Controle, ndo foi utilizado o Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica, somente o

microrganismo.
Variavel A ¢ o tipo de tratamento ¢ a variavel B ¢ a forma utilizada.

4.1 Bucha Luffa cylindrica

Para realizagdo do experimento foi utilizada a Luffa cylindrica madura e seca. A bucha
foi doada por Ramon Nortier de uma propriedade particular situada no distrito de Monsenhor
Izidro em Ouro Brano/MG. As sementes e a casca das buchas foram retiradas. As buchas
foram lavadas com éagua potavel com finalidade de retirar residuos, e enxaguadas com agua

destilada, posteriormente foram secas ao ar livre por 48 horas.

Uma parte das buchas foi triturada utilizando o moinho de facas, apresentando uma
granulometria acima de 32 mesh. Outra parte foi cortada em cubos com darea de

aproximadamente 0,1 m?.

A seguir ambas as formas, triturada e cubica, foram mantidas em agua a 100°C
durante 30 minutos. Decorrido este tempo, as buchas foram secas em estufa a 60° C durante

24 horas.
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4.1.1 Tratamento para Imobilizacio
4.1.2 Tratamento com NaOH

O tratamento com NaOH foi realizado de acordo com adaptacdo da metodologia de
COELHO (2007). 5 gramas de bucha foram transferidas para 250 mL de NaOH a 1 mol/L e
mantidas durante 2 horas com agitacdo leve. Posteriormente, a mistura foi filtrada, as buchas
foram lavadas com agua destilada vérias vezes, para eliminar o NaOH, até que a dgua de
lavagem apresentasse pH neutro. Em seguida, as buchas foram secas a 60° C durante 24

horas.
4.1.3 Tratamento a vapor

O tratamento a vapor utilizou a metodologia de COELHO (2007) com algumas
adaptacdes. As buchas foram colocadas em béqueres e submetidos ao tratamento com vapor,

em autoclave, a 1,3 Kgf/cm?, a 25° C durante 40 minutos.
4.2  Ceriporiopsis subvermispora
4.2.1 Manutencio das células

O Ceriporiopsis subvermispora, cepa L1487-SS3, foi cedido pelo professor André
Aguiar Mendes da Universidade Federal de Itajuba/MG. Para a manuten¢do da cepa, o
microrganismo foi repicado em placas de Petri, com meio constituido de 2% (m/v) de extrato
de malte, 0,2% (m/v) de extrato de levedura e 2% (m/v) de dgar. As placas sdo incubadas em
estufa bacterioldgica a 28 + 2°C por um periodo de 7 dias. Decorrido este tempo, elas foram
armazenadas a 4°C durante 15 dias. Um novo repique ¢é feito a cada 15 dias (MENDES,

2008).
4.2.2 Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado utilizando uma cultura de C. subvermispora mantida durante
7 dias a 28 £ 2°C. Trés circulos de 1,6 cm de didmetro foram retirados da placa e transferidos
para erlenmeyers de 1000 mL contendo 250 mL do meio de indculo, composto por 2% (m/v)
de extrato de malte, 0,2% (m/v) de extrato de levedura e 0,1% (m/v) de dextrose. Os indculos
foram preparados em duplicadas, incubados em estufa bacteriologica a 28 + 2°C durante 15

dias. Os meios de cultivo foram previamente autoclavados a 121°C durante 15 minutos.
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Decorrido os 15 dias de cultivo, a camada de células obtida foi filtrada em funil de
Buchner e lavada delicadamente com agua destilada esterilizada. Em seguida, as células e
esporos foram transferidos para tubos do tipo falcon® de 50 mL contendo 35% de esferas de
vidro e aproximadamente 30 mL de 4gua. A seguir, os tubos foram agitados no vortex, para

obtencdo da suspensido celular. Em seguida, a suspensao foi retirada e utilizada como indculo.

Se utiliza a suspensdo obtida como indculo ao longo dos experimentos, portanto, 2 mL
da solucdo serdo filtrados com auxilio de um filtro de papel. Sendo que o filtro foi
previamente seco em estufa a 80°C durante 24 horas, obtendo peso constante. O material
retido serd mantido a 105°C até que se obtenha peso constante. Isso foi realizado afim de se

obter a massa de micélios inicial que foi inoculada no experimento.

Os procedimentos de manipulacdo C. subvermispora foram realizados no interior de

uma camara asséptica de fluxo laminar.
4.2.3 Fermentacao

O meio de producdo foi composto por 5,0 g/L de glicose; 1,0 g/l de KH,POy; 0,25
g/L de CaCly; 1 g/L de MgS0,4.7H,0; 0,05 g/L. de NaCl; 0,011 g/L. de MnSOy, pH entre 4,5 e
5,0. Em erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 50 mL de meio de producao e 1 g de bucha

vegetal, de acordo com a Tabela 2, e autoclavados a 121°C por 15 minutos.

Em cada erlenmeyer foi adicionadol mL do in6culo. Os erlenmeyers foram incubados
em shaker a 120 rpm,28 + 2°C, durante 21 dias. Amostras foram retiradas no dia da
inoculacdo (0° dia), no 4°, 8°, 11°, 15° 19° e 21° dias de cultivo e utilizadas para quantificagdao

de lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase.
4.3 Atividade Enzimaticas
4.3.1 Lacase

A atividade da enzima lacase foi determinada pela oxidagdo do substrato sintético
ABTS (2,2'- azino-bis-etilbentiazolina) (BOURBONNALIS ef al., 1988). A mistura de reacao
foi composta por 225 pL. de tampao citrato-fosfato de sodio 50 mM (pH 5,0), 75 uL de agua
destilada e 75 pL de ABTS 1 mM foram adicionados a 375 pL do extrato enzimatico. A
leitura foi realizada a 420 nm (€420 nm = 36000 M~1.cm™1) em intervalos de 10 segundos

durante 5 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica ¢ definida como a quantidade de
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enzima que oxida lpumol de ABTS por minuto. Para o branco, o extrato enzimatico foi

substituido por dgua destilada.
4.3.2 Manganés Peroxidase

A atividade de MnP foi medida através da oxidagdo do vermelho fenol, utilizando
metodologia adaptada de LUNDELL et al. (1990). A mistura da reagdo foi composta por 50
uL de MnSO4 1 mM, 50 pL de H,O; 2 mM, 100 uL de acido oxalico 10 mM, 200 uL de
albumina 1% (m/v), 600 pL do extrato enzimatico e 100 pL. de vermelho fenol 0,1% (m/v). A
mistura ¢ incubada durante 10 minutos, decorrido este tempo, 40 pL. de NaOH 6,5 M sao
adicionados para interromper a reacdo. A absorbancia foi registrada a 610 nm (&g10nm =
22000 M~1. cm™1) (KUWAHARA et al., 1984; MENDES, 2008). Para o branco, substituiu-
se 0 extrato enzimatico por dgua destilada. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida

como a quantidade de enzima necessaria para gerar 1umol de Mn®" por minuto.
4.3.3 Lignina Peroxidase

Para realizar a determinagdo da atividade de LiP, fez-se uma adapta¢do do método
descrito por MENDES (2008). As reacdes foram conduzidas em tubos, onde foram
adicionados 250 pL de extrato enzimatico, 250 uL de H,O, 2 mM, 625 uL de tampao
succinato de sodio 50 mM (pH 4,5) e 125 puL de corante azul de metileno 320 mM. Apos 10
minutos, a reagdo foi interrompida incubando os tubos durante 5 minutos em banho-maria a
90°C. A leitura da absorbancia foi realizada a 651 nm (¢ = 48800 M"'.cm™) (ARCHIBALD,
1992; MENDES, 2008). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima que necessaria para degradar lumol de azul de metileno por minuto. Foram
utilizados dois brancos, um branco foi preparado substituindo o corante por dgua destilada
este branco foi utilizado para retirar a interferéncia do meio de cultura. No segundo branco, o
extrato enzimatico foi substituido por agua destilada, seu valor foi subtraido da absorbancia

dos testes, sendo utilizado para analisar se houve ou nao degradacao do corante.
4.3.4 Calculo das atividades enzimaticas

O célculo da atividade enzimatica das enzimas ligninoliticas, Lac, MnP e LiP, uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1
pumol de substrato por minuto. A atividade enzimdtica foi expressa em U/L do caldo
enzimatico e os calculos realizados a partir da equacdo 5, derivada da Lei de Beer-Lambert

(BREXO, 2013; BARATO, 2014):
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U _ AAbsxVx10°
L~ exRxt

(Eq. 5)
Em que:

AAbs = variagdo da absorbancia (AbSginq — AbSiniciar);

V = volume total da reagdo (L);

10° = conversdo de mols do & em pmols

e = coeficiente de absorgdo molar (M™.cm™);

R = quantidade de caldo enzimatico (L);

t = tempo de reagdo (min);

1 Unidade Internacional (U) = 1 micromol/minuto/litro = umol/min/L.
4.4 Determinacio de acucares redutores totais

A curva padrio de glicose foi construida utilizando a metodologia descrita em
VILELA (2013) com algumas modificagdes. Essa curva foi preparada a partir de uma solucao
estoque de glicose 1,0 g/L, que foi empregada para preparar as solugcdes com concentragdo de

0,1 a 1,0 g/L, como mostrado na Tabela 3.

A 100 pL das solugdes diluidas de glicose foram adicionados 100 puL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Essa mistura foi mantida a 100 £+ 2°C durante 5 minutos.
Em seguida as amostras foram resfriadas, utilizando banho de gelo e adicionados de 800 pL
de 4gua destilada. A absorbancia foi medida a 540 nm. Os valores de absorbancia medidos e

as concentragdes das solugdes foram usados para a construgao da curva padrao.

Tabela 3: Relacao das diluigdes realizadas da solugao de glicose a 1,0 g/L.

[ ] de glicose (g/L) V de solu¢ao de glicose (uL.) V de solu¢do de H,O (ul)
0,10 1,00 9,00
0,20 2,00 8,00
0,30 3,00 7,00
0,40 4,00 6,00
0,50 5,00 5,00
0,60 6,00 4,00
0,70 7,00 3,00
0,80 8,00 2,00
0,90 9,00 1,00
1,00 10,00 0,00
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4.4.1 Metodologia de acuicares redutores totais

Para efetuar a quantificagdo dos agucares redutores presentes no extrato enzimatico, a
100 puL do caldo enzimatico foram adicionados 100 pL do reagente DNS. Em seguida, a
mistura foi mantida em banho-maria a 100 + 2°C durante 5 minutos. Apds este tempo a
mistura foi resfriada em banho de gelo, e adicionados 800 pL de 4gua destilada. A
absorbancia foi registrada a 540 nm. No branco substituiu-se o extrato enzimatico por 100 pL

de dgua destilada (VASCONCELOS et al., 2013).
4.5 Determinacio de células fungicas imobilizadas

Para se determinar a massa de células imobilizadas no suporte, realizou-se uma andlise
gravimétrica por diferenca da massa seca do suporte antes e apds o contato com as células no
meio de fermentagdo. Apos 21 dias de cultivo, o suporte foi retirado, agitado e lavado com
agua destilada para remover as células que ndo foram imobilizadas ou as que estavam mortas
O suporte foi colocado a 60°C durante 24 horas em uma estufa, até obter massa constante.
Decorrido este tempo, a massa foi registrada e a concentracdo de células imobilizadas foi
obtida utilizando a equacdo 6. A reten¢do de células no suporte foi calculada utilizando a
equagao 7: (COELHO, 2007).

Célimp = ("L (Eq. 6)

Em que:
Cél;,,p = concentracdo de células imobilizadas (g/L);
my=massa de suporte ap6s a cultivo (g);
m; = massa de suporte inicial (g);

V= volume do meio liquido cultivo (L).

1= (m) (Eq. 7)

Mmsup
Em que:

A = retencdo de células no suporte
mce = massa de células imobilizadas no suporte (g);

ms,, = massa de suporte (g).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de produgdo de enzimas com o Ceriporiopsis subvermispora, pode-se
observar, que durante o cultivo houve producdo das enzimas Lac e MnP, até o microrganismo
chegar em fase de declinio, onde ha escassez de nutrientes e excesso de metabolicos
secundarios, que sdo toxicos ao microrganismo. Estes metabolitos, podem ser agentes

redutores e se ligar ao DNS. O estudo foi realizado em batelada e houve reposi¢cao de meio.
5.1 Avaliacio da Producio de Lacase (Lac)

A Figura 9 apresenta a atividade especifica da lacase produzida durante o cultivo. A

atividade enzimatica especifica da Lac foi calculada utilizando a equagao 5.
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Figura 9: Grafico da produgdo de Lac, utilizando células de Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em Luffa

Cylindrica. As amostras foram retiradas nos dias 0, 4, 8, 11, 15, 19 ¢ 21.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 9, o pico de produgdo de Lac foi
no quarto dia, no oitavo dia ndo foi observada atividade enzimatica da lacase. Entretanto a
atividade enzimatica foi observada no décimo primeiro dia. Este fato por ser explicado,
devido o metabolismo do fungo de degradar preferencialmente lignina e apds degradar
hemicelulose e celulose (MENDES, 2008; GONCALVES, 2010; FARIA 2010). O que pode
ter ocorrido é produgdo de alguma das hemicelulases e celuloses, ndo detecta no estudo, por

isso houve queda na produ¢do das enzimas oxidativas.
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A maior produgdo de Lac foi no terceiro ensaio,com a bucha tratada a vapor e com
forma cubica, com seu melhor pico de producdo no quarto dia com 1,383 Up,/L, como

demonstrado na Figura 9.

A maior producio de Lac foi observada no quarto dia de cultivo. A produgdo da
enzima neste dia foi utilizada para calcular a influéncia dos fatores tipo de tratamento e

forma da bucha vegetal, utilizando o planejamento fatorial (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados do planejamento fatorial 2% para o estudo dos efeitos tipo de tratamento
e forma da Luffa cylindrica utilizada para imobilizar Ceriporiopsis subvermispora em cultivo
submerso na produc¢do de Lacase.

Experimento Variaveis Respostas
R, R» R
A B AxB ULac/ L ULac/ L ULac/ L
1 - - + 0,667 0,656 0,661+0,006
2 + - - 0,122 0,233 0,178+0,056
3 - + - 1,411 1,356 1,383+0,028
4 + + + 0,200 0,211 0,2060,006

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor ¢ (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada e (+) ctibica.
* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:
Tratamento (A): [(-0,661+0,178-1,383+0,206)/2] = - 0,832.
Forma (B): [(-0,661-0,178+1,383+0,206)/2] =+ 0,375.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+0,661-0,178-1,383+0,206)/2] = - 0,347.

Na Tabela 4, a tnica diferenca entre os ensaios 1 e 2 € o tipo de tratamento da bucha.
Desta forma, a diferencga observada na resposta (- 0,661 + 0,178 = - 0,483) indicou que houve
diminui¢ao na produgdo da Lac cerca de 0,483 Uy,./L quando o tratamento (A) muda do nivel
inferior (-) para o superior (+), mantendo-se fixo, a forma da bucha (B). De maneira similar
para os ensaios 3 e 4, quando a forma da bucha (B) ¢ mantida fixa, o efeito (- 1,383 + 0,206 =
- 1,177), mostra uma diminui¢ao na producdo da enzima de 1,177 Uy,/L, quando a forma foi
alterada do nivel inferior (-) para o superior (+). O efeito global apresentado pela variavel A
foi obtido por meio da média aritmética dos efeitos supracitados {[(- 0,483 - 1,177)/2] = -

0,832}

O efeito global da variavel B, ¢ realizado de mesma forma {[-0,839 + 1,589]/2] =
0,375}. Esta resposta indica-se que quando B passa do nivel inferior (-) para o superior (+) a
resposta aumentou 0,375 Up,/L. Estes resultados, permitem concluir que ambas as variaveis

influenciaram a produgdo de Lac. Porém o tratamento da bucha foi mais significativo do que a
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forma. Sendo o tratamento a vapor mais indicado do que o com NaOH. A maior producdo de

lacase foi observada no terceiro ensaio que utilizou a bucha ctbica tratada a vapor.

A interpretagdo destes resultados ¢ facilitada pela representagdo grafica das respostas

obtidas para os experimentos. Figura 10.
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Figura 10: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para a produgio de Lac. [resposta
média: U/L] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora submersos utilizando Luffa cylindrica como
suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) e NaOH (+); Forma da Luffa cylindrica:
triturada (-) e ctibica (+).

Analisando a Figura 10, observa-se que o melhor ensaio foi o que utilizou a bucha
tratada a vapor e cubica. Aumenta-se a produg¢do da enzima da bucha tratada a vapor e
triturada (-,-) para a vapor e cubica (-,+), cerca de 0,722 Up,/L. Ja bucha tratada a vapor e
cubica (-,*) para tratada com NaOH e cubica (+,+) houve uma diminui¢ao de 1,177 Up,/L.
Da bucha tratada a vapor e triturada (-,-) para o a tratada com NaOH e triturada (+,-) também
ha uma diminui¢do, porém de 0,483 Up,/L. Mas da bucha tratada com NaOH e triturada (+;-)
para a tratada com NaOH e ctbica (+;+) ocorreu aumento de 0,028 Up,/L. Isso significa que
o tratamento utilizando NaOH, nao foi positivo para a produgdo de Lac. E que a forma cubica

favoreceu a produgdo da Lac.

E relatado na literatura que quando o C. subvermispora estd aderido sobre uma
superficie, a producdo de Lac ¢, consideravelmente, maior do que MnP. Em um estudo

utilizando como suporte imobilizante a madeira faia mostrou-se que o tipo de suporte
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interfere na producdo de ambas as enzimas (BABIC et al., 2012). Porém, a Lac tem maior

produgio quando a forma do suporte é pré-definida (BABIC et al., 2012).

Na composi¢ao do meio ndo se adicionou cobre, o qual ¢ indutor da producdo de Lac,
isso foi realizando com objetivo de verificar o quanto a bucha iria influenciar nesta produgao,
ja4 que tem na sua composicdo tem lignina, que ¢ indutor natural da sintese das enzimas

ligninoliticas (SUSLA et al., 2007; BABIC et al., 2012).

O cobre atua como regulador dos genes na transcricdo de RNAm (/cs), isso foi
confirmado através de andlises “Northern blot” realizadas a partir de cultivos de C.
subvermispora, em que na auséncia Cu”' ndo foram localizados transcritos para RNAm (lcs),
enquanto na sua presenca ocorreu o oposto (KARAHANIAN et al., 1998; FARIA, 2010). Os
genes mnp (1 e 2) de C. subvermispora também foram transcritos quando a cultura foi
suplementada com Cu®". Portanto o cobre pode exercer regulagio diferencial tanto para Lac
quanto para MnP (ALVAREZ et al., 2009; FARIA 2010). Mesmo sem a adigdo de cobre, L.

cylindrica utilizada como suporte imobilizador foi um estimulante para a sintese de Lac.
5.2 Avaliacao da Producao de Lignina Peroxidase (LiP)

A metodologia utilizada para identificar a atividade LiP, no presente trabalho
apresentou baixa sensibilidade. Uma vez que, a adaptacdo da mesma descrita no item 4.3,
mostrou-se muito variavel em respeito do segundo branco. O método original, ndo realizava a
paralisacao da reagdo, a degradacdo ou nao do corante era monitorada durante 10 min a partir
do decréscimo da absor¢ado em 651 nm e somente havia um branco, onde tinha-se a
substituicdo do corante azul de metileno por dgua, que era o primeiro branco também

utilizado no trabalho para zerar o equipamento.

Por isso, os ensaios nao foram conclusivos quanto a atividade enzimatica de LiP no
microrganismo Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica. A producao
desta enzima pelo Ceriporiopsis subvermispora ¢ controversa. Como em TANAKA et al.
(2009) encontrou a sintese de LiP, em um cultivo utilizado cavacos de Fagus crenata, a
produgdo foi detectada a partir da segunda semana de cultivo, mas com melhor pico na
terceira semana, o tempo de duragdo do cultivo foi de doze semanas. J4 FARIA (2010), ndo se
encontrou a presenga de LiP, utilizando meio definido e complexo em cultivo submerso,

superficie e imobilizado, com 21 dias de incubagao.
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5.3 Avaliaciao da Produciao de Manganés Peroxidase (MnP)

Utilizando a equacgdo 5, foi possivel calcular a atividade enzimatica especifica da MnP,

e a partir disto, gerar o grafico abaixo, Figura 11.
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Figura 11: Grafico da produgdo de MnP, utilizando células de Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em

Luffa Cylindrica. As amostras foram retiradas nos dias 0, 4, 8, 11, 15, 19 ¢ 21.

A maior producao de MnP foi no ensaio 1, no quarto dia de cultivo, 10,903 Up,p/L.
No oitavo dia também houve uma queda considerdvel na producdo de MnP, o mesmo foi

observado para a Lac.

A composi¢ao do meio foi mais favoravel a produgdo de MnP do que de Lac, devido a
adi¢do do ion de manganés, pois ndo ocorre a produ¢ao de MnP extracelularmente sem a sua
presen¢a. O Mn®" causa uma regulagdo diferencial no gene mnp (I ¢ 2) em C. subvermispora,
sendo sugerido que o ion metalico tem participagdo ativa na modifica¢do transcricional de
RNAm (mnp) (FARIA, 2010). No entanto, esse fungo produz MnP tanto na presenga de
Mn?*, quanto na auséncia, porém apenas na presenca deste fon ocorre a , excredo da enzima
(MANCILLA et al., 2010; FARIA, 2010). Nao foi feita andlise da produc¢do de enzima

intracelular.

No estudo de FARIA (2010), realizou-se trés tipos de o cultivo com C. subvermispora:
submerso, em superficie e imobilizado, em meio complexo ¢ meio definido. A produgdo de

Lac foi maior que a de MnP no cultivo submerso e imobilizado utilizando meio complexo. Ja
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a producdo de MnP foi favorecida no cultivo imobilizado utilizando meio definido. E

atividade de LiP néo foi detectada.

A tabela 5, apresenta os resultados obtidos no planejamento fatorial para a produgdo
da MnP.

Tabela 5: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
tratamento da Luffa cylindrica utilizada para imobilizar Ceriporiopsis subvermispora em
cultivo submerso na produgdo de MnP.

Experimento Variaveis Respostas

R, R» R
Umnp/L  Umnp/L Ummnp/L
- - + 12,307 9,500  10,903+1,403
- - 3,109 3,282 3,19540,086
- + 5,994 5,648 5,821+0,173
4 + + + 3,204 3,170 3,187 +0,017

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor ¢ (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada ¢ (+) ctbica.

A B AxB

W N -
+

* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:
Tratamento (A): [(-10,903+3,195-5,821+3,187)/2] = -5,171.
Forma (B): [(-10,903-3,195+5,821+3,187)/2] = - 2,56.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+10,903-3,195-5,821+3,187)/2] =2,537.

Analisando a Tabela 5, quando se fixa a variavel B, forma triturada da bucha, ensaios
1 e 2, o efeito da variavel A (- 10,903 + 3,195 = -7,708) indica que a produgdo de MnP
diminui 7,708 Uppp/L, quanto o tratamento (A) muda do nivel inferior (-) para o superior (+).
Nos ensaios 3 e 4, mantém-se a forma cubica fixa, variavel B, tendo o segundo efeito da
variavel A (- 5,821+ 3,187 = -2,634), indicando que teve-se diminui¢do da produgdo de MnP
de -2,634 Upmp/L quando o tratamento foi alterada do nivel inferior (-) para o superior (+). O
efeito global da variavel A ¢ {[(- 7,708 - 2,634 )/2] =-5,171}.

Da mesma forma, faz-se para encontrar o efeito principal da variavel B (-2,545), esta
resposta indica que se B passa do nivel inferir (-) para o superior (+) a resposta sofre uma
diminui¢do de 2,545 Upyp/L. Portanto, ambas as varidveis influenciam na producdo de MnP,
porém o tratamento foi mais expressivo do que a forma. Mesmo assim, o ensaio 1 apresentou
melhores resultados, tendo que a melhor condi¢do para a sintese de MnP com a forma
triturada e o tratamento a vapor. E o sinal positivo (+2,537) do efeito de segunda ordem,

significa que a jun¢do dessas varidveis foram vantajosas para a producao de MnP.
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A a representagdo grafica das respostas obtidas para os experimentos realizados em

fun¢do das variaveis estudadas estd apresentada na Figura 13.
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Figura 12: Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2 para a produgdo de MnP. [resposta
média: U/L] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora submersos utilizando Luffa cylindrica como
suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) e NaOH (+); Forma da Luffa cylindrica:
triturada (-) e ctibica (+).

De acordo com a Figura 12, a produgao da MnP diminuiu 5,082 Up,p/L do tratamento
a vapor e triturada (-,-) para a tratamento a vapor e cubica (-,+). Mostrando que bucha
triturada favoreceu a producdo da MnP. Do tratamento a vapor e triturada (-,-) para o
tratamento com NaOH e triturada (+,-) observou-se uma diminui¢do de de 7,708 Uppp/L.
Logo, o tratamento a vapor se sobressaiu sobre o com NaOH. Esses resultados mostram que a
bucha na forma triturada foi melhor para a produ¢do de MnP, diferente do resultado de Lac, onde a

bucha na forma ctibica apresentou a maior produgdo.

BABIC et al. (2012) observaram a producdo de Lac e MnP por C. subvermispora em
cultivos em meios submersos utilizando suporte para imobilizacdo em cubos de pinheiro,
cubos de faia e em poliuretano durante 14 dias. A madeira faia apresentou melhor
produtividade de Lac. E para a produ¢do de MnP, a melhor condi¢do foi utilizando somente
meio definido otimizado com composi¢do de 10 g/L de glicose, 1 g/L de tartarato de amdnio
e 0,05 g/L polissorbato 80 (tween 80), sem imobilizagdo. As atividades enzimaticas mais

baixas foram obtidas com a espuma de poliuretano. Isso implica que a composicdo do
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suporte imobilizante interfere na producdo de enzimas, uma vez que, neste estudo

encontrou-se maior produtividade de MnP do que de Lac utilizando L. cylindrica.
5.4 Acucares Retutores Totais (ART)

A partir da equagdo da reta da Figura, 14, foi possivel obter a concentragdo de

acucares redutores no meio de cultivo, Figura 15.
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Figura 13: Grafico da curva padrdo da concentrag@o de aglicares redutores.
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Figura 14: Grafico da concentragdo de agtcares redutores, nos dias de cultivos 0, 11 e 21. Concentragdo de
agucares redutores (g/L) por ensaio.

Ao analisar a Figura 14, ndo foi observado diminuigdo da concentracdo de agucares

redutores nos dias décimo primeiro e vigésimo primeiro. A concentracdo de acucares
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redutores no quarto e oitavo dia ndo foi quantificada, por falta de amostra. A quantificag¢do de
acucares redutores no oitavo dia de cultivo seria fundamental pois, neste dia houve queda

significativa na produ¢do de Lac e de MnP.

O método de quantificagdo utilizou o reagente DNS. O reagente DNS ¢ reduzido a
acido 3-amino-5-nitrossalicilico, na presenga de agucares redutores e o grupo aldeido do
acucar redutor ¢ oxidado a acido aldonico. Portanto, este reagente se liga a monossacarideos,
glicose e frutose, compostos que possuem grupo carbonilico e cetonico livres, capazes de se
oxidarem na sua presenga em solucdes alcalinas (SILVA, 2003). Deste modo, como no meio
havia a presenca de metabolitos secundarios, talvez estes também tenham sido oxidados, por

isso, quase nao se teve alteragdes significativas na presenga de agucares redutores totais.

Na Tabela 6 estd a representa¢do experimental fatorial 22 do décimo primeiro dia. De

acordo com o resultado apresentado nao houve diferenga significativa entre experimentos.

Tabela 6: Resultados do planejamento fatorial 2* para o estudo dos efeitos do tipo de
tratamento da Luffa cylindrica utilizada para imobilizar Ceriporiopsis subvermispora na
concentragdo de agucares redutores no 11° dia de cultivo.

Experimento Viriaveis Respostas
R R R
A B AxB o aR (;[g/]L) AR (;[g/]L) AR ([g}L)
1 - - + 2,295 2,661 2,478+0,183
2 + - - 2,912 3,075 2,994+0,082
3 - + - 3,086 3,038 3,062+0,024
4 + + + 3,090 3,112 3,101+0,011

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor ¢ (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada ¢ (+) ctbica.
* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:
Tratamento (A): [(-2,478+2,994-3,062+3,101)/2] =+ 0,277.
Forma (B): [(-2,478-2,994+3,062+3,101)/2] = + 0,346.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+2,478-2,994-3,062+3,101)/2] =-0,238.
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Figura 15: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 27 para na concentragio de aglicares
redutores no 11° dia de cultivo [resposta média: g/L] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora
submersos utilizando Luffa cylindrica como suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) e

NaOH (+); Forma da Luffa cylindrica: triturada (-) e ctibica (+).

De acordo com a Figura 15, do tratamento a vapor e triturada (-,-) para o tratamento
com NaOH e triturada (-,+) houve um aumento da concentragdo de agucares redutores de
0,584 g/L, indicado um consumo no ensaio 1. Do tratamento a vapor e triturada (-,-) para o a
vapor e cubica (+,-) teve uma diminuicdo de 0,312 g/L. Do tratamento a vapor e cubica (+,-)
para tratada com NaOH e cubica (+,+) também houve aumento de 0,107 g/L. E do tratamento
com NaOH e triturada (-,+) para o tratada com NaOH e cubica (+,1), acrescentou 0,039 de
acucares redutores. Pelo efeito de segunda ordem (- 0,238), ndo tem-se uma correlagao
positiva para a producao ou consumo de agucares redutores. O tipo de tratamento e a forma
ndo influenciaram de maneira considerdvel o consumo e ou producdo de agucares totais

redutores, observando o erro experimental.

A Tabela 7 e a Figura 16 apresentam o resultado do planejamento fatorial 2% do

vigésimo primeiro dia de cultivo, o ultimo dia de cultivo.
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Tabela 7: Resultados do planejamento fatorial 2* para o estudo dos efeitos do tipo de
tratamento da Luffa cylindrica utilizada para imobilizar Ceriporiopsis subvermispora na
concentragdo de agucares redutores no 21° dia de cultivo.

Experimento Variaveis Respostas
Ri[] Ry[] R[]
A B AXB AR(@L)  AR(ZL) AR (gL)
1 - - + 2,426 1,937 2,181+0,244
2 + - - 2,460 2,299 2,380+0,081
3 - + - 2,057 2,742 2,400+0,343
4 + + + 2,593 2,192 2,392+0,200

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor e (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada e (+) cubica.
* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:
Tratamento (A): [(-2,181+2,380-2,400+2,392)/2] = + 0,095.
Forma (B): [(-2,181-2,380+2,400+2,392)/2] =+ 0,115.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+2,181-2,380-2,400+2,392)/2] =-0,103.
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Figura 16: Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2° para na concentragio de agiicares
redutores no 21° dia de cultivo [resposta média: g/L] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora
submersos utilizando Luffa cylindrica como suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) e

NaOH (+); Forma da Luffa cylindrica: triturada (-) e clbica (+).
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Nao foi possivel observar melhor condig¢do para a produgdo e ou consumo de agucares
redutores, considerando o erro experimental. Isto pode ser explicado, pelo fato do DNS ser
capaz de se ligar a grupo carbonilico e cetonico livres, ndo sendo somente especifico a

acucares redutores, mas também a substincias que tenham esses ligantes a suas extremidades.
5.5 Imobiliza¢do das células em Luffa cylindrica

Os fungos filamentosos possuem potencial natural pra aderirem as superficies.
Portanto, esta caracteristica pode ser utilizada com sucesso em varios tipos de biorreatores
com biomassa imobilizada. Isso pode favorecer uma maior produtividade de enzimas
(BABIC et al., 2012), por isso ¢ interessante estudar o fungo C. subvermispora em um

suporte .

Para analisar a concentragdo de células imobilizadas no suporte, utilizou-se a equacao
6, obtendo os resultados contidos na Tabela 8. A Figura 17 apresenta o resultado dos

experimentos do planejamento experimental fatorial 22.

Tabela 8: Resultados do planejamento fatorial 2” para o estudo dos efeitos do tipo de
tratamento da Luffa cylindrica na imobilizagdo do Ceriporiopsis subvermispora.

Experimento Variaveis Respostas
A B R, g/L R, g/L R g/L
1 - - + 0,60 1,00 0,80+0,20
2 + - - 0,60 1,60 1,10+0,50
3 - + - 3,20 3,60 3,40+0,20
4 + + + 2,60 3,00 2,80+0,20

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor e (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada e (+) ctibica.
* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:

Tratamento (A): [(-0,80+1,10-3,40+2,80)/2] = - 0,15.
Forma (B): [(-2,181-2,380+2,400+2,392)/2] =+ 2,15.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+2,181-2,380-2,400+2,392)/2] =- 0,45.
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Figura 17: Representagio geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para na concentragdo de células
imobilizadas no suporte [resposta média: g/L] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora submersos
utilizando Luffa cylindrica como suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) ¢ NaOH (+);

Forma da Luffa cylindrica: triturada (-) ¢ cubica (+).

Nos efeitos principais o tratamento a vapor foi 0,15 g/L melhor que o com NaOH.
Com relagao a forma da bucha, a forma a cubica foi mais significativa, 2,15 vezes em relacao
a triturada. Isto também revela que o efeito da forma da bucha foi mais expressivo que do

tratamento.

Observando a figura 17, do tratamento a vapor e triturada (-,-) para o tratamento a
vapor e cubica (-,+), aumento-se a concentracdo de células imobilizadas em 2,60 g/ L.
Também elevou-se a concentracao em 0,30 g/L do ponto (-,-) para o (+,-), mas com nimero
muito menor em relagdo ao primeiro. O que traduz que a forma cubica foi melhor que a
triturada. Isso também ¢ confirmando quando tem-se um aumento de 1,70 g/LL quanto a forma

passa do nivel inferior (-) para o superior (+).

Agora do tratamento a vapor e cubica (-,F), para o tratamento com NaOH e cubica
(+,%) houve decréscimo de 0,60g/L, o que refor¢a que o tratamento a vapor ¢ mais indicado
do que utilizando NaOH. Por isso, o tratamento a vapor e forma cubica sdo mais adequados

para a concentragdo de células imobilizadas.
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A utilizagdo de células imobilizadas aumenta o rendimento e diminuir o tempo de
produgdo de enzimas, elevando a produtividade (COVIZZI et al., 2007). Este fato foi
verificado no presente trabalho, pois o melhor dia de produgdo das enzimas Lac e MnP foram

no quarto dia de cultivo.

A partir da equagdo 7, foi possivel efetuar o calculo da retencdo de células no suporte

que ¢ representado por um numero adimensional, Tabela 9 e a Figura 18.

Tabela 9: Resultados do planejamento fatorial 2° para o estudo dos efeitos do tipo de
tratamento da Luffa cylindrica utilizada para imobilizar Ceriporiopsis subvermispora na,
analisando a reten¢do de células no suporte.

Experimento Variaveis Respostas
A B R, R» R
1 - - + 0,030 0,050  0,040+0,010
2 + - - 0,030 0,080  0,055+0,025
3 - + - 0,160 0,180  0,170+0,010
4 + + + 0,130 0,150  0,140+0,010

A = tipo tratamento, (-) tratamento a vapor e (+) tratamento com NaOH; B = forma, (-) triturada e (+) ctibica.
* As incertezas indicadas sdo correspondentes ao erro desvio padrdo dos efeitos.
Efeitos principais:
Tratamento (A): [(-0,40+0,055-0,170+0,140)/2] = - 0,063.
Forma (B): [(-0,40-0,055-0,170+0,140)/2] =+ 0,108.
Efeitos de segunda ordem: Tratamento (A) x Forma (B): [(+0,40-0,055-0,170+0,140)/2] = - 0,023.
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Figura 18: Representagdo geométrica dos efeitos no planejamento fatorial 2% para na retengio de células no

suporte [resposta média: (g/L)/(g/L)] em cultivo submerso do Ceriporiopsis subvermispora submersos utilizando
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Luffa cylindrica como suporte imobilizador. Tratamento na Luffa cylindrica: a vapor (-) e NaOH (+); Forma da

Luffa cylindrica: triturada (-) e ctibica (+).

A partir dos dados obtidos para a retencdo de célula, percebe-se que o tratamento o
efeito global da variavel A apresentou sinal negativo (-0,063), o que siginifica que o
tratamento a vapor foi mais eficaz que o com NaOH. Para a variavel B, o sinal apresentado foi
positivo (+0,108), portanto a estrutura ciibica foi mais significativa. Quanto para concentragdo

de células e para a reteng@o a forma foi mais expressiva que o tratamento.

Isto ¢ cofirmado pela representacdo geometrica, Figura 18, do tratamento a vapor e a
forma triturada (-,-) para o tratamento a vapor e a forma cubica (-,+) o aumento de células
retidas no foi de 0,13. Do mesmo modo, quando se fixa o tratamento, do ponto (+,-) para o
ponto (+,1), também hé acréscimo de 0,09. E quando o ponto (-,+) passa para (+,+) ha uma
diminui¢ao de -0,03. Portanto, essas variaveis demonstram que o ensaio mais apropriado foi o
3, forma cubica e o tratamento a vapor. Apontando o mesmo resultado obtido anteriormente,

logo para a imobilizagdo celular o ensaio 3, ¢ o melhor.

Como sabe-se o tamanho do poro da forma imobilizante interfere na adesao celular,
para fungos filamentosos, quando os poros sdo maiores facilita a penetracdo de suas hifas no
suporte, desta forma ocupam os espagos vazios (COVIZZI et al., 2007). Isto explica porque a
forma cubica foi o melhor suporte, sendo também mais estatica que a triturada, facilitando o
crescimento fungico. E o tratamento a vapor facilitou a interagdo do suporte imobilizante com

o fungo.

Destaca-se também que nao houve degradagdo da Luffa cylindrica, pois a massa final
do suporte foi maior que a inicial. Pode explicar o ocorrido, devido a da estrutura da bucha
vegetal ser entrelagada, o que dificulta a desorganizacdo da parede celular pelos compostos de
baixa massa molar excretados pelo fungo, sendo um o6timo suporte para imobilizagcdo de

fungos filamentoso.

Mesmo realizando o experimento em duplicata, sempre havera uma alteracdo nos
dados de um em relagdo ao outro, pois uma maior quantidade de células pode ser
adicionada a um erlemnyer. E dificil de controlar tudo que ocorre dentro de cada
experimento, pode haver diferenca de temperatura dentro de uma estufa. As respostas
obedeceram a uma tendéncia, porém com determinado erro experimental (CARREIRA,

2012). Mesmo assim foi comprovada, a capacidade do sistema de planejamento fatorial em
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avaliar as interagdes possiveis, permitindo eliminar o carater aleatorio associado a escolha do

caminho univariado (CUNICO et al., 2008).
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados citados e relatados, conclui-se que para a produgdo de MnP, o
melhor tratamento da Luffa cylindrica foi o a vapor e a forma triturada. Para a produgdo de
Lac a forma cubica e o tratamento a vapor foi o mais indicado, porém ndo houve produgao
consideravel, pois a produgdo de MnP foi cerca de dez vezes maior que a de Lac, isso pode
ser explicado pelo meio de cultivo utilizado, pois ndo havia indutores de Lac. Nao foi possivel
obter informagdes sobre a atividade da LiP, uma vez que o método de analise ndo foi
confiavel. As variaveis analisadas, tratamento e forma da bucha vegetal, praticamente nao

interferiram significativamente na concentragdo de agucares redutores nos dias analisados.

Para a imobilizagdo celular, o tratamento e a forma mais adequadas foram o a vapor e
a cubica. O planejamento experimental fatorial 22 foi satisfatorio uma fez que apresentou uma

boa confiabilidade nos dados retratados.

Desta forma, torna-se interessante utilizar o Ceriporiopsis subvermispora imobilizado
em Luffa cylindrica em biorreatores, facilitando a producdo de enzimas ligninoliticas, para

uso industrial.
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7 PERPECTIVAS

Para proximos estudos, pode-se otimizar o meio de cultura para produgdo de enzimas
ligninoliticas utilizando a Luffa cylindrica como suporte imobilizante. Realizar estudos

genéticos, para melhor compreender o metabolismo do fungo, e a expressao de suas enzimas.

Na otimizagdo do meio pode-se trabalhar com uma correlagdo entre a concentragdo
de nitrogénio e glicose. Pois, esses componentes sdo essenciais para o metabolismo do
Ceriporiopsis subvermispora, uma vez que, atuam como reguladores na produgdo de
enzimas (BABIC et al., 2012). Por exemplo, uma quantidade limitante de nitrogénio 0,2 g/L
causa baixos niveis de expressdo quanto de Lac como de MnP, em comparagdo com um
meio que tenha concentragio suficiente de fonte de nitrogénio (2,0g/L) (BABIC et al.,
2012). No presente estudo ndo teve-se a presenca de nitrogénio, com objetivo de avaliar o
quanto a imobilizagdo do Ceriporiopsis subvermispora em Luffa cylindrica influenciou na

produgdo das enzimas ligninoliticas.

Ja para a fonte de carbono, se optou adicionar a glicose, porque, o mesmo fato que
ocorre com o nitrogénio também acontece para a glicose. O fungo sintetiza niveis elevados
de ambas as enzimas, 500 U/L de MnP e 400 U/L de Lac, respectivamente, em duas e trés
semanas de cultivo a 30 °C, com elevadas concentrac¢des de glicose (10 g/L) (BABIC et al.,

2012). Caso ao contrario, a produtividade diminui.

Por isso torna-se interessante variar as concentragdo de glicose e nitrogénio no meio de
cultivo. Além disso, pode-se também trabalhar com diferentes concentragdes de cobre e
manganés, os quais sdo indutores da sintese enzimdtica do Ceriporiopsis subvermispora,

otimizando as concentragoes ideias.

Um outro ponto que pode ser estudado é a possibilidade de construir um biorreator
utilizando o Ceriporiopsis subvermispora imobilizado em Luffa cylindrica. Por isso €
interessante otimizar o meio para a produgdo das enzimas ligninoliticas, sendo possivel o
reduzir custos operacionais, como de separagdo e purificacdo de enzimas, uma vez que,

fungos expressam a maioria de sua enzimas extracelular.
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