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RESUMO

O fungo ligninolitico Chrysoporthe cubensis ¢ produtor de enzima de interesse
biotecnoldgico, chamada lacase, capaz de catabolizar a oxida¢do de compostos fendlicos.
Visando aumentar a produgdo enzimatica da lacase pelo fungo Chrysoporthe cubensis
para posterior uso em processos biotecnologicos, neste trabalho propds verificar a
producdo da enzima em fermentag¢do submersa, utilizando um biorreator do tipo Airlift, e
em paralelo, erlenmeyer, As condi¢des 6timas do cultivo em meio mineral foram obtidas
aplicando um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) com dois fatores independentes (glicose e farelo de trigo), tendo
como resposta a atividade enzimatica da lacase. A produgdo enzimadtica da lacase em 50,0
ml de meio de cultura em erlenmeyer atingiu 670,0 U/L, em pH 4,26, ¢ 77,22 U/L em pH
4,29 em biorreator com 4,8 L de meio de cultura, utilizando 12,5 g/L de Glicose e 20,0
g/l de Farelo de Trigo como substrato. Resultados demonstraram que houve uma
influéncia efetiva das varidveis na producdo enzimatica e que o fungo ¢ um potencial
produtor da enzima em fermentagao submersa. Para promover uma melhor produtividade
enzimatica, surge a necessidade em alterar os niveis das varidveis estudadas e possiveis

ajustes na agitacao no cultivo em biorreator.

Palavras — chave: Podriddo - branca, Superficie de resposta, Airlift, Chrysoporthe

cubensis, Fermentagdao submersa.
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1 INTRODUCAO

O fungo ligninolitico Chrysoporthe cubensis ¢ conhecido como um dos patégenos
mais importantes de Eucalyptus spp, causando sérios danos nessa cultura (HODGES et
al., 1979; KIKOT et al., 2009). Por ser um fungo ligninolitico, ¢ capaz de degradar as
paredes celulares de plantas através de seu completo enzimatico extracelular composto
principalmente por B-glicosidase, xilanase, algumas enzimas acessoérias, € em destaque a
enzima lacase (FALKOSKI et al., 2013; MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

Segundo KUDANGA e LE ROES-HILL (2014) por atacar compostos fendlicos
derivados da degradagdo da lignina, a enzima lacase ¢ produzida dentro das células dos
fungos ligninoliticos e excretada para o exterior dos filamentos das hifas. Essa
caracteristica tem motivado pesquisas de nivel académico e industrial na utilizagdo de
fungos ligninoliticos e seu complexo enzimatico em diversos processos biotecnologicos
(COUTO e HERRERA, 2006; RIVA, 20006).

As aplicag¢des praticas da enzima lacase e dos fungos ligninoliticos (fungos de
podriddo branca) provém da habilidade, apresentada pelos fungos deste grupo, em
metabolizar efluentes industriais ricos em compostos fendlicos (TORRES et al., 2003),
realizar descoloragdo de pigmentos utilizados nas industrias téxteis (CLAUS et al., 2002;
COUTO et al., 2004; YESILADA et al., 2003), degradagdo de herbicidas (MOUGIN et
al., 2000) e desreguladores endécrinos (BLANQUEZ e GUIEYSSE, 2008) substncia
essa capaz de interferir no metabolismo de mamiferos (AURIOL et al., 2006; JOBLING
etal., 1998)

Em diversos organismos, as lacase extracelulares sdo produzidas em pequenas
quantidades sendo necessario o uso de cultivo submerso ou estado solido, utilizando
biorreatores juntamente com uma otimizacdo das condigdes de cultivo, através de
metodologias estatisticas avangadas para obter uma melhor produ¢do da enzima (COUTO
e TOCA-HERRERA, 2007; HESS et al., 2002) .

Segundo RODRIGUES e IEMMA (2009), os projetos estatisticos experimentais
tém sido muito utilizados como uma estratégia de otimizacao ou pela busca de condigdes
ideais para uma resposta especifica. Por esse motivo, sdo aplicados na otimizagdo de
processos fermentativos para a sele¢do de varidveis pertinentes ao processo, pois ¢ um
sistema de modelagem empirica que avalia a relagdo entre um grupo de variaveis, que
podem ser controlados experimentalmente, com a resposta observada (ABDEL-FATTAH

et al., 2005).
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De acordo SCHMIDELL et al. (2001) os biorreatores sdo equipamentos usados
para converter matéria-prima em produtos utilizando micro-organismos, enzimas, células
animais ou vegetais proporcionando condi¢des adequadas para produgdo dos metabolitos
de interesse. Entre os diferentes modelos de biorreatores, existem o biorreator pneumatico
do tipo Airlift, onde a corrente de entrada gasosa € responsavel ndo so pela transferéncia
de massa entre as fases gas e liquido, mas também pela agitacdo e homogeneizagao do
volume reacional. Por ndo haver partes moveis, os biorreatores pneumaticos sao mais
faceis de projetar e construir em comparagdo aos fermentadores convencionais, tipo
tanque agitado, principalmente em equipamentos de grande escala (CERRI, 2009).

Apesar da capacidade comprovada dos fungos ligninoliticos e suas enzimas lacase
terem aplicagdes biotecnoldgicas, nenhum trabalho relata a produg¢do da enzima lacase
pelo fungo ligninolitico Chrysoporthe cubensis em fermentagcdo submersa utilizando
biorreator pneumético do tipo Airlift com meio de cultura otimizado.

Visando o interesse de utilizar a enzima lacase do fungo Chrysoporthe cubensis em
processos biotecnologicos, neste trabalho propos verificar a produgdo da enzima lacase
em fermentagdo submersa, utilizando um biorreator do tipo Airlift em condigdes 6timas
de um meio de cultura mineral com duas varidveis independente como substrato, Glicose
e Farelo de Trigo, aplicando um planejamento experimental do tipo Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir a enzima lacase pelo fungo ligninolitico Chrysoporthe cubensis em

fermentacdo submersa utilizando um biorreator pneumatico do tipo Airlift.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia da Glicose e Farelo de Trigo na produgdo da enzima lacase;
e Avaliar a produgdo de lacase nas condi¢des 6timas de cultivo em erlenmeyer e,

em biorreator Airlift.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Fungos Ligninoliticos e 0 Chrysoporthe cubensis

Os fungos degradadores de materiais ligninoceluldsicos sdo responsaveis por
contribuir de forma significativa no ciclo do carbono. Gragas a acdo desses organismos,
as hemiceluloses, celuloses e ligninas, ou seja, todo o complexo polimérico existente nos
materiais ligninocelulésicos pode ser despolimerizados e, em seus estagios finais de
decomposic¢do, convertidos a didoxido de carbono e dgua, fechando, assim, o ciclo que se
iniciou na fotossintese (FERRAZ, 2004).

O processo de degradagdo ocorre no exterior da célula fingica até que metabdlitos
susceptiveis ao metabolismo intracelular sejam formados. Esse fato faz com que os
mecanismos bioquimicos envolvidos em cada etapa sejam complexos. Os agentes
causadores desse processo certamente incluem enzimas extracelulares cruciais nas etapas
iniciais da biodegradagao (KIRK e CULLEN, 1998).

Ha dois grupos distintos de fungos que pertencentes a classe dos basidiomicetos,
pelas caracteristicas de seus metabolismos atuam de forma diferenciada sobre os
compostos presentes nos materiais ligninoceluldsicos: Os chamados “podriddao branca”
(white-rot-fungi) degradam todos os componentes dos lignoceluldsicos. J& os fungos
“podridao parda” (soft-rot fungi), degradam principalmente os polissacarideos. Dentre o
“podriddo branca” ha dois comportamentos distintos: alguns degradam todos os
componentes da parede celular vegetal simultaneamente, enquanto outros atacam
preferencialmente a lignina nos estagios iniciais de colonizagao (FENGEL e WEGENER,
1989; FERRAZ, 2004).

O fungo ligninolitico Chrysoporthe cubensis é conhecido como um dos patégenos
mais importantes de Eucalyptus spp, causando sérios danos nessa cultura (HODGES et
al., 1979; KIKOT et al., 2009). Por ser um fungo ligninolitico, é capaz de degradar as
paredes celulares de plantas por meio de seu completo enzimatico extracelular composto
principalmente por B-glicosidase, xilanase, algumas enzimas acessorias, e em destaque a
enzima lacase (FALKOSKI et al., 2013; MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

Nesse interim, houve relatos na literatura do uso do C.cubensis na producio de
extrato enzimatico em fermentagdo em estado sélido utilizando farelo de trigo como
indutor de enzimas ligninoliticas obtendo maior eficiéncia na sacarificagdo de bagaco de
cana-de-agticar do que coquetéis enzimaticos vendido comercialmente (DUTRA ef al.,

2017). Segundo MAITAN-ALFENAS et al. (2015) o extrato enzimatico de C. cubensis
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apresentou maior eficiéncia na liberagado de glicose e xilose do bagaco de cana pré-tratado
e alta atividade especifica, principalmente com [-glicosidase, endoglucanase, [3-

xilosidase, pectinase e lacase.

3.2 Enzima lacase e suas aplicacoes

Lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas que pertencem ao grupo das polifenol-oxidases
que catalisam a oxidagdo de mondmeros ou compostos fendlicos e alguns nao-fendlicos,
reduzindo oxigénio molecular a 4gua (BALDRIAN, 2006). Sua atividade foi detectada
em diferentes espécies de organismos, como plantas, procariontes, insetos € em destaque
fungos ligninoliticos (Basidiomycetes) conhecidos por sua eficiente decomposi¢do de
lignina, celulose e hemicelulose (CLAUS, 2004; CLAUS et al., 2002; YOSHIDA, 1883).

Durante o processo catalitico da lacase, ocorre a oxida¢do de substratos fenolicos
ou nao-fenolicos acoplada a redugdo de oxigé€nio molecular, gerando duas moléculas de
agua. Para cada oxigénio reduzido, quatro moléculas de substrato sdo oxidadas sem a
produgdo de perdxido de hidrogénio (SOLOMON et al., 2008). Consequentemente, as
lacases sdo consideradas catalisadores “verdes ideias” porque empregam Oz como co-
substrato e gerando H>O como subproduto. Além disso, apresentam alta estabilidade e
podem ser usados de forma imobilizada (LOERA CORRAL et al., 2006).

Na natureza, as lacases estdo envolvidas na quebra da lignina, um dos materiais
naturais mais resistentes a degradacdo (EGGERT et al., 1996). Portanto, lacases sao
capazes de degradar muitos contaminantes organicos tendo potencial no controle da
poluigdo e na biorremediagdo (MAO et al., 2010).

Estudos recentes também descobriram suas varias aplicagdes no branqueamento,
descoloragdo, biossensor e sintese da celulose (COUTO e HERRERA, 2006). Segundo
GONZALEZ-GARCIA et al. (2009), a industria de papel e celulose tem sido considerada
uma fonte tradicional de geragdo de poluicdo com alto consumo de energia e produtos
quimicos. Para obter papel de alta qualidade, a biomassa de lignina ¢ removida com o uso
de agentes quimicos, que geralmente geram vdrios derivados organicos, causando
contaminacdo e toxicidade as condi¢des de vida. A utilizacdo de lacase pode efetivamente
reduzir a quantidade de reagentes usados contendo cloro e outros produtos quimicos com

qualidade de papel simultaneamente melhorada (SADHASIVAM et al., 2010).
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A industria téxtil, outra fonte de poluicdo ambiental, também pode ser melhorada
usando tecnologia enzimatica utilizando a lacase no tratamento dos seus efluentes
contendo pigmentos (ONER E SAHINBASKAN, 2011; WANG ET AL., 2012).

Degradagao de herbicidas e desreguladores enddcrinos, substancia essa capaz de
interferir no metabolismo de mamiferos, sdo outras aplicacdes da enzima lacase em
processos biotecnologicos (AURIOL et al., 2006; BLANQUEZ e GUIEYSSE, 2008;
JOBLING et al., 1998; MOUGIN et al., 2000).

Todas as abordagens citadas exigiram uma grande quantidade de enzima lacase.
Por isso, ¢ necessario continuar com a producdo de lacase em diferentes processos,

fazendo esforcos para reduzir o custo e aumentar a eficiéncia.

3.3 Planejamento Experimental

Devido as suas aplica¢des biotecnologicas, os estudos sobre organismos produtores
de lacases foram intensificados nos ultimos anos e a otimizac¢ao da producdo dessa enzima
em diferentes micro-organismos estd sendo realizada por varios grupos
(BHATTACHARYA et al., 2011; CHHAYA ¢ GUPTE, 2010; QUARATINO et al.,
2008). A otimizagdo das condic¢des de cultivo geralmente envolve variagdo nos niveis de
uma variavel independente enquanto se fixam outras varidveis em um determinado nivel.
Essa abordagem de um fator por vez ¢ trabalhosa, demorada e muitas vezes os efeitos de
interagdo dos parametros sao negligenciados (SIVAKUMAR et al., 2010). Os métodos
para determinar como aumentar a produtividade e melhorar a qualidade mudaram de
buscas de tentativa e erro dispendiosas e demoradas para os métodos estatisticos
poderosos, elegantes e de baixo custo sob a concepg¢do da abordagem experimental
(MYERS e MONTGOMERY, 2002).

Segundo RODRIGUES e IEMMA (2009) projetos estatisticos experimentais tém
sido muito utilizados como uma estratégia de otimizagao ou de busca de condigdes ideais
para uma resposta especifica. Por se basear em um sistema de modelagem empirica que
avalia a relacdo entre um grupo de variaveis, podem ser controlados experimentalmente,
e a resposta observada, tém sido muito utilizados na otimizagdo de processos
fermentativos para a selecdo de variaveis (JING et al., 2007; RISDIANTO et al., 2013;
TISMA et al., 2011).

O planejamento experimental associado a analise de superficies de respostas ¢ uma

ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informagdes seguras sobre o
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processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro. O
planejamento experimental reduz o niimero de experimentos ou repeti¢cdes ¢ melhora a
qualidade da informacgao obtida através dos resultados. Permite ainda analisar os fatores
simultaneamente, calcular e avaliar o erro experimental, podendo especificar o nivel de
confianga estatistica do experimento e a reprodutibilidade do resultado desejado
(LUNDSTEDT et al., 1998).
A seguir, destacam-se alguns beneficios da utilizacdo das técnicas estatisticas de
planejamento experimental relatadas por RODRIGUES e IEMMA (2009) :
e Reducdo do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informacao;
e Estudo simultaneo de diversas varidveis, separando seus efeitos;
e Determinagdo da confiabilidade dos resultados;
e Realizac¢do da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo de novos
ensaios;
e Selegdo das varidveis que influem num processo com niimero reduzido de ensaios;
e Representacao do processo estudado através de expressdes matematicas;
e Elaboracao de conclusoes a partir de resultados qualitativos.
O planejamento experimental ¢ uma ferramenta essencial no desenvolvimento e
aprimoramento de processos, pois permite, além do aprimoramento, a reducdo da

variabilidade de resultados, dos tempos de andlise e dos custos envolvidos.

3.4 Producio da enzima lacase em Biorreator do tipo Airlift

A aplicagdo bem-sucedida da lacase requer a producdo de altas quantidades de
enzimas a baixo custo (BRIJWANI et al., 2010). Segundo OSMA et al. (2011) o
desenvolvimento de meio de cultura otimizado, uso de residuos agroindustriais como
fonte de carbono e expressdo heterologa de genes da lacase sdo estratégias usadas para
obtencdo de maiores produgdes da enzima. Para fins industriais, também € necessario o
desenvolvimento de um sistema de produgao eficiente em escala de biorreatores incluindo
novos projetos ¢ o uso de modelos matematicos para controlar o cultivo dos fungos
(SONGULASHVILI et al., 2015).

O uso de um biorreator Airlift pode ser uma boa estratégia para uma alta taxa de
produgdo da enzima lacase (BONNARME e JEFFRIES, 1990). Por ndo haver partes

moéveis e ndo possuirem agitadores mecanicos, diminuem o risco de contaminacgao,
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demanda de energia e favorecem um ambiente de baixo cisalhamento para os micro-

organismos, o que permite uma melhor produgdo enzimética (TRAGER et al., 1989).
Os biorreatores Airlift sdo mais faceis de projetar e construir em comparagao aos

biorreatores convencionais, tipo tanque agitado, principalmente em equipamentos de

grande escala (CERRI, 2005). Na Figura 1, ¢ ilustrado um biorreator Airlift.

™ Saida de gas
P

fr=m

Caldo de fermentacao

Tubo interno

Entrada de gas

Figura 1 — Desenho esquematico de um Biorreator 4ir/ift com circulag@o interna (CERRI,
2009).

A corrente de entrada gasosa € responsavel ndo so pela transferéncia de massa entre
as fases gas e liquido, mas também pela agitacdo e homogeneizagdo do volume reacional.
O gas ¢ injetado pela base do equipamento através de um distribuidor formando uma
dispersao gas-fluido. As bolhas de géas sobem através do liquido contido no tanque
contatando-o e deslocando-o, provocando, assim, turbuléncia e uma auto circulagdo
dirigida. O gas ¢ retirado no topo do equipamento. A turbuléncia gerada e a grande
distancia que as bolhas de gas devem atravessar em contato com o liquido promovem
altos niveis de transferéncia de oxigénio que podem operar processos de producao de
microrganismos em grande escala sem limitagdo de oxigénio local (SIEGEL e
ROBINSON, 1992).

A transferéncia de oxigénio em culturas submersas ¢ um fator chave para o
crescimento eficiente de fungos, e consequentemente a producdo da enzima lacase
(GARCIA-OCHOA e GOMEZ, 2009). No entanto, alguns biorreatores Airlift ndo sao
totalmente adequados para a cultura de fungos Ligninoliticos. Essas classes de fungos

geralmente produzem exopolissacarideos extracelulares que atuam como cola,
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promovendo a adesdo do micélio as partes proeminentes do biorreator e dos sensores,
resultando em aglomeragdo de micélio, que limita a transferéncia de oxigénio no
equipamento (KIM et al., 2005). Nesse caso, surge a necessidade de se estudar melhores
parametros e configuragdes envolvidas no cultivo de fungos ligninoliticos em biorreatores
Airlitf possibilitando uma melhor eficiéncia na produgao da enzima lacase.

Na Tabela 1 ¢ apresentado alguns cultivos de fungos filamentosos em biorreatores

Airlift em diferentes volumes com o objetivo de se produzir a enzima lacase.

Tabela 1 — Cultivo de diferentes fungos ligninoliticos em biorreatores Airlift na produgao
de enzima lacase. Adaptado de COUTO e TOCA-HERRERA (2007).

Maximo de atividade

Fungo g?{::::: t((i): enzimatica da lacase Referéncia
(U/L)
P. tigrinus 2,5L 4300 (FENICE et al., 2003)
T. versicolor 20L 1670 (RANCANO et al., 2003)
T. hirsuta 2,0L 1043 (DOMINGUEZ et al., 2005)
T. hirsuta 6,0L 19400 (COUTO et al., 2006)
Pycnoporus sp 65,0 L 72000 (LIU et al., 2013)

Peniophora sp 35L 2300 (MAINARDI et al., 2018)
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1 Obtencdo e Manutencio do Fungo Ligninolitico Chrysoporthe cubensis

Fungo Chrysoporthe cubensis, pertencente a cole¢ao micoldgica do Laboratério de
Patologia Florestal da Universidade Federal de Vigosa, MG, Brasil foi cedido gentilmente
para trabalhos realizados na Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei/ Campus Alto
Paraopeba, Ouro Branco, MG, Brasil.

C. cubensis foi recebido liofilizado, e a cada 30 dias repicado em placas de petri em
condigdes estéreis contendo meio Agar Dextrose Batata (BDA) com 4g/L de Infusdo de
Batata, 20g/L de Dextrose e 15g/L de Agar como observado na Figura 2. As placas foram

incubadas a 28°C, durante 7 dias e, em seguida, armazenadas a 4°C durante 23 dias.

Figura 2 — Chrysoporte Cubensis cultivado por 7 dias a 28°C em placa de petri contendo
meio de cultura BDA (Fonte: Arquivo pessoal).

4.2 Meio de Cultura utilizados em Erlenmeyer e em Biorreator

Com o objetivo de produzir enzimas ligninoliticas, entre elas a enzima lacase, C.
cubensis foi cultivado em fermentagdao em estado so6lido contendo meio de cultura mineral
g/L: NH4NO3, 1,0; KH2PO4, 1,5; MgSOs4, 0,5; CuSOs, 0,25; extrato de levedura, 2,0;
farelo de trigo, 666,67; além de tragos em mg/L: MnCls, 0,1; H3BO3, 0,075; Na;MoOs4,
0,02; FeCls, 1,0; ZnSOs4, 3,5 (FALKOSKI et al., 2013). A concentragdo de farelo de trigo
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utilizada pelo autor foi caracteristica para tornar o meio mais solido, possibilitando um
cultivo em estado sélido. Nesse trabalho, foi utilizado o0 mesmo meio de cultura para o
cultivo do fungo, porém, foi realizado uma adaptacao nas concentragdes de farelo de trigo
para obten¢do de um meio de cultura liquido que favoreceria uma fermentagao submersa.
Também ao meio de cultura foi adicionado Glicose como fonte de carbono.

Como as concentragdes de Glicose e Farelo de Trigo foram as varidveis pertinentes
adotadas nesse experimento que influenciaria na produgdo da enzima de interesse, houve
variagdo de suas concentracdes de acordo com o planejamento experimental, de 1,93 a

23,04 g/L, e 8,72 a 31,28 g/L respectivamente.

4.3 Otimizacao da Producio da Enzima lacase

Uma vez comprovada por LADEIRA AZAR et al. (2018) e FALKOSKI et al.
(2013) a produgao da enzima lacase pelo fungo C.cubensis em fermentacdo em estado
solido, foi realizado um planejamento experimental com o objetivo de verificar a
influéncia das concentragdes de Glicose e do Farelo de Trigo na producdo da enzima de
interesse em fermentacdo submersa, utilizando erlenmeyers. Obtendo as melhores
concentragdes, foi realizado um cultivo do micro-organismo em um Biorreator do tipo
Airlift e, em paralelo, cultivo em erlenmeyer.

O fluxograma da metodologia experimental estd descrito na Figura 3, dividindo-a

por etapas para simplificar sua visualizagao.
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Figura 3 — Fluxograma da metodologia aplicada contendo o cultivo do fungo em placa de
petri, planejamento experimental do tipo DCCR, cultivo em erlenmeyer, andlise da variavel
resposta, e cultivo com ponto 6timo em erlenmeyer ¢ em biorreator Airlift (Fonte: Arquivo
pessoal).

4.3.1 Delineamento de Composto Central Rotacional

Para verificar a relagdo existente entre diferentes concentragdes de Glicose e Farelo
de Trigo na atividade enzimatica da enzima lacase, foi realizado um planejamento
experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), do inglés
Central Composite Rotational Design, 2* mais 4 pontos Axiais (PA) e 3 Pontos Centrais
(PC), totalizando 11 ensaios em erlenmeyers. Neste planejamento, as concentragdes de
cada variavel independente sdo codificadas como — a, -1, 0, +1, + oo como mostrado na
Tabela 2, sendo o dependentes do numero de varidveis analisadas (AGHAIE-
KHOUZANI et al., 2012).

Tabela 2 - Variaveis utilizadas durante o planejamento experimental DCCR, juntamente
com as concentragdes relativas a cada nivel.

Variaveis Niveis
independentes -141 -1,0 0 1,0 1,41
Glicose (g/L) 1,93 5 12,5 20 23,04

Farelo de trigo

8,72 12 20 28 31,28
(gL)
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Em cada erlenmeyer de 250 ml com volume final de 50,0 ml de meio de cultura
mineral foi adicionado suas diferentes concentragdes de Farelo de Trigo e Glicose
conforme os niveis definidos no planejamento obtido pelo sofiware Statistica® 7.0,
apresentado na Tabela 3. Os frascos foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5
kgf/cm? por um periodo de 15 minutos. Em seguida, em cada fraco foi inoculado 1 disco

de gelose (@1 cm) contendo o fungo cultivado em meio BDA a 28°C por 7 dias.

Tabela 3 - Planejamento experimental do tipo DCCR com 2? mais 4 axiais e 3 pontos
centrais (PC) com variaveis independentes, Glicose e Farelo de trigo. Os ensaios foram obtidos
com auxilio do software Statistica® 7.0.

Variaveis Independentes

Ensaios Glicose Farelo de Trigo
1 -1,0 -1,0
2 1,0 -1,0
3 -1,0 1,0
4 1,0 1,0
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

O cultivo foi realizado em condig¢des assépticas a 28°C, 150 rpm e 10 dias em
agitador orbital shaker da marca Nova Técnica® para producdo da enzima lacase como

mostrado na Figura 4.
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Figura 4 —Chrysoporte Cubensis em erlenmeyers cultivado por 10 dias a 28°C, 150 rpm
em agitador orbital (Fonte: Arquivo pessoal).

Ao término do cultivo foi retirado 1,5 ml de amostra de cada ensaio e centrifugado
a 14.000 rpm (14.461,97 x g), por 5 minutos, em centrifuga de microtubo (Sigma 1-14).
O pellet foi descartando e o sobrenadante armazenado a 0°C para posterior analise da
atividade enzimatica da enzima lacase presente no extrato enzimatico.

As analises estatisticas, assim como a superficie de resposta foram obtidas por meio
do software Statistica® 7.0. A metodologia da superficie de resposta foi utilizada para
determinar a influéncia das variaveis estudadas obtendo as concentragdes 6timas de farelo

de trigo e glicose para a produg@o enzimatica em erlenmeyer ¢ em Biorreator Airlift.

4.4 Cultivo em Biorreator do tipo Airlif e em Erlenmeyer com variaveis
otimizadas
Conhecendo o ponto 6timo das concentracdes de glicose e farelo de trigo analisadas
pela metodologia de superficie de resposta obtida pelos resultados do planejamento
experimental do tipo DCCR, foi verificado a producao da enzima lacase em fermentagao

submersa em biorreator e erlenmeyer.
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4.4.1 Cultivo em Erlenmeyer

Foram realizados 10 ensaios em erlenmeyers de 250 ml. Em cada ensaio foram
adicionados 50 ml de meio mineral acrescidos com as concentragdes 6timas de glicose e
farelo de trigo obtidas pelo DCCR, 12,5 g/L ¢ 20,0 g/L respectivamente. Os frascos foram
esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5 kgf/cm? por um periodo de 15 minutos. Em
seguida, em cada fraco foi inoculado 1 disco de gelose (D1 cm) contendo o fungo
cultivado em meio BDA a 28°C por 7 dias. O cultivo foi realizado a 28°C, 150 rpm e 10
dias em agitador orbital shaker da marca Nova Técnica®.

A cada 24h, um frasco de ensaio foi retirado para andlise do potencial
hidrogeniodnico. Deste frasco, 1,5 ml de amostra foi centrifugada a 14.000 rpm (14.461,97
X g), por 5 minutos em centrifuga de microtubo (Sigma 1-14). O pellet foi descartando e
o sobrenadante armazenados a 0°C para posterior andlise da atividade enzimatica da

enzima lacase presente no extrato enzimatico e concentra¢do de Glicose.

4.4.2  Cultivo em Biorreator do tipo Airlift

O aumento de escala da fermentagdo submersa foi proposto para analisar a produgdo
de enzima lacase utilizando um Biorreator pneumético de 5L, modelo Airlifi/coluna de
bolha da marca TECNAL, com circulagdo interna proveniente do processo de aeracao.

O meio de cultura utilizado foi o meio mineral acrescido com as concentragdes
otimas de glicose e farelo de trigo obtidas pelo DCCR, 12,5 g/L e 20,0 g/L
respectivamente, com volume final de 4,8 L. As condi¢des operacionais basicas utilizadas
no cultivo incluiram temperatura controlada em 28+1°C, e vazao de ar 2,0 L/min (0,42
vvm).

O Biorreator, meio de cultura, filtro de ar, e todo o sistema de tubula¢des de silicone
utilizado para a retirada de amostras e aeragdo, foram autoclavados a 121°C e 1,5 kgf/cm?
por um periodo de 15 minutos. Em seguida, assim que todos os componentes para a
realizacdo do cultivo, juntamente com o biorreator e meio de cultura atingiram
temperatura ambiente, foram montados em uma cabine de fluxo laminar vertical. Na
Figura 5 ¢ apresentado o biorreator montado para o cultivo. O indculo foi inserido logo

apos a adigdo do meio de cultura.
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Figura 5 — Biorreator pneumatico de 5L, modelo Airlift/coluna de bolha da marca TECNAL
em cultivo de Chrysoporte Cubensis cultivado por 10 dias a 28+1°C, aerac¢do 2,0 L/min (0,42
vvm) com meio mineral acrescido de glicose e farelo de trigo em condig@o otimizada, 12,5 g/L e
20,0 g/L respectivamente. (Fonte: Arquivo pessoal).

A inoculagdo foi realizada utilizando um pré-inoculo, apresentado na Figura 6, do
fungo cultivado em agitador orbital a 28°C, a 150 rpm por 3 dias em meio mineral
contendo com volume final de 50 ml e concentracao de glicose 12,5 g/L e farelo de trigo

20,0 g/L.

Figura 6 — Pré-indculo de Chrysoporte Cubensis para o cultivo em Biorreator Airlift
cultivado a 28°C, 150 rpm em agitagdo orbital por 3 dias, com 50 ml de meio mineral contendo
glicose 12,5 g/L e farelo de trigo 20,0 g/L. (Fonte: Arquivo pessoal).
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A aeragdo foi mantida em 2,0 L/min, 0,42 vvm (volume de ar por volume de
efluente por minuto) por um sistema externo de aeragdo contendo uma bomba de
vacuo/Compressor da marca Lima — Equipamentos de laboratério e um medidor de
vazao/rotametro/fluxémetro da marca Unitec, Figura 7. O motivo da utilizagdo desse
sistema externo de aeragdo aconteceu porque o sistema de aerag@o proprio do biorreator

estava com defeito.
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Figura 7 — Medidor de vazdo de fluxo de Ar com controle em 2,0 L/min (0,42 vvm),
utilizado no cultivo do fungo C. cubensis em biorreator Airlift. (Fonte: Arquivo pessoal)

A temperatura utilizada em set-point foi de 28+1°C controlada automaticamente
pelo programa Techio Soft, Figura 8, com sistema de troca térmica provida pelo banho

termostatizado pertencente ao biorreator encamisado por ago inox.
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Figura 8 — Tela principal do programa TecBIO Soft do Biorreator pneumatico de 5L,
modelo Airlift/coluna de bolha da marca TECNAL com set-point a 28+1°C de temperatura.
(Fonte: Arquivo pessoal).

A cada 24h foram coletadas 60 ml de amostra utilizando seringa estéril para analise
do potencial hidrogenidnico. Dos 60 ml, 1,5 ml de amostra foram centrifugados a 14.000
rpm (14.461,97 x g), por 5 minutos em centrifuga de microtubo (Sigma 1-14). O pellet
foi descartando e o sobrenadante armazenados a 0°C para posterior analise da atividade

enzimatica da enzima lacase presente no extrato enzimatico e concentragao de Glicose.

4.5 Métodos Analiticos
4.5.1 Lacase

A andlise da atividade enzimatica da enzima lacase foi verificada utilizando a
metodologia descrita por BOURBONNAIS et al. (1998), baseada na oxidag¢do do
substrato sintético ABTS (2,2'- azino-bis-etilbentiazolina). Em uma cubeta de 1 ml foram
adicionados 300 ul de tampao citrato-fosfato de s6dio 50 mM (pH 5,0), 100 pl de agua
destilada, 100 pul de ABTS 1 mM e 500 pL do extrato enzimatico. A leitura foi realizada
no espectrofotdmetro da marca Biochrom Libra S50 a 420 nm (£420=3.6x10* M'.cm™1)
em intervalos de 10 segundos durante 5 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica

foi definida como a quantidade de enzima que oxida 1umol de ABTS por minuto (U=
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pmol de ABTS oxidado por minuto). O branco foi obtido utilizando todos os reagentes,

menos o extrato enzimatico, substituido por dgua destilada.

4.5.2 Glicose

A andlise de glicose foi realizada de acordo com o kit de Glicose Enzimatica
Liquida DOLES. O kit baseia-se em um método espectrofotométrico, em que através de
um padrdo e seus respectivos analitos consegue-se determinar a concentracdo de glicose
presente no meio por absorbancia. Ao adicionar glicose a uma solugdo tampao de fosfatos,
contendo p-hidroxibenzoato, 4-aminoantipirina (4-AAP), glicose oxidase e peroxidase
processam-se reagdes em que o produto formado pela oxidagdo de 4-aminoantipirina (4-
antipirilquinonimina) ¢ de coloragdo avermelhada e sua intensidade diretamente
proporcional a concentracdo de glicose na solucdo. A cor avermelhada, formada pela
reacdo ¢ medida em espectrofotometro ou fotocolorimetro, com absor¢do maxima em
510nm, ou filtro verde.

Para quantificar a glicose pipetou-se 10pL de solugao padrao mais ImL de reagente
de cor provenientes do Kit, em um microtubo de 1,5 ml para obter o padrao de acordo
com o protocolo. Em outro microtubo pipetou 1 ml de reagente de cor para obter o branco.
Para cada amostra foi pipetado 10uL em microtubos mais ImL de reagente de cor. Em
seguida misturou por agitag¢do e incubou os tubos por 5 minutos em banho maria, a 37°C.
Procedeu-se a leitura das absorbancias a 510nm em espectrofotdmetro da marca
Bioespectro® modelo SSP-220, zerando o aparelho com o branco. A cor final da reagao
permaneceu estavel por 20 minutos, a temperatura ambiente (20 - 30° C). As

concentragdes de glicose foram obtidas de acordo com a equagdo:

Glicose (ﬁ)

( Absorbincia teste
dL

Absorbancia padrio

)XlOO (Equagao 1)

4.5.3 Potencial Hidrogenionico

Retirou o eletrodo do pHmetro da marca Digimed da solugdao de descanso, KCl
3,0M, lavando-o com dgua destilada. O eletrodo foi calibrado inserindo-o em tampao pH
7,0 e tampao pH 4,0. Em seguida, cada amostra obtida nos cultivos em erlenmeyers e
biorreator foram analisadas submergindo o eletrodo na solugdo, e em cada amostra o

eletrodo foi lavado com agua destilada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizag¢ao da variaveis independentes, glicose e farelo de trigo.

Segundo MIKIASHVILI et al. (2006) e PRASHER (2015) sdo muitos os fatores
que influenciam a produgao de lacase por fungos ligninoliticos em fermentacao submersa
destacando-se a composi¢ao do meio de cultivo, tempo de incubagdo, indculo, agitacdo,
aeragdo, regime de operacdo, temperatura e pH.

Os dados apresentados referentes a primeira e segunda etapa da metodologia
experimental, utilizando um planejamento experimental do tipo DCCR se referem a
ensaios conduzidos em diferentes concentragdes de glicose e farelo como substrato para
o fungo C.cubensis. O intuido desse planejamento foi buscar os valores 6timos de
concentragdo das variaveis estudas que influenciariam positivamente na melhor produgao
da enzima lacase em erlenmeyer e em biorreator.

Os resultados da atividade enzimatica da lacase produzida pelo fungo C. cubensis
em diferentes concentragdes de Glicose e Farelo de Trigo, durante 10 dias de cultivo ¢

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Planejamento experimental do tipo DCCR com 22 mais 4 axiais e 3 pontos
centrais (PC) variando concentracao de Glicose (g/L) e Farelo de Trigo (g/L) obtendo resposta de
atividade enzimatica da lacase (U/L).

Atividade
Glicose (g/L) Farelo de Trigo (g/L) Enzimatica da
Ensaios lacase (U/L)
1 -1(5,0) -1 (12,0) 4,22
2 +1 (20,0) -1 (12,0) 22,78
3 -1(5,0) +1 (28,0) 27,33
4 +1 (20,0) +1 (28,0) 9,44
5 -1,41 (1,925) 0 (20,0) 25,67
6 1,41 (23,035) 0(20,0) 8,56
7 0(12,5) -1,41 (8,72) 6,44
8 0(12,5) 1,41 (31,28) 16,44
9 0(12,5) 0 (20,0) 49,00
10 0(12,5) 0(20,0) 34,89
11 0(12,5) 0 (20,0) 72,44

Observa-se que os melhores resultados de atividade enzimatica, 49,0, 34,89 e 72,44
U/L foram obtidos com concentracdes de glicose e farelo de trigo, 12,5 e 20,0 g/L

respectivamente, valores estes presentes nos pontos centrais do planejamento.
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Devido a grande variabilidade em processos enzimaticos, foram considerados
significativos as variaveis com p menores que 5% (p<0,05). Este valor estd diretamente
relacionado com a probabilidade do efeito das varidveis testadas ser devido a casualidade
e ndo as varidveis propriamente ditas. Valores proximos a zero possuem probabilidade
infima de terem sido ocasionados pelo acaso (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Pela anédlise do Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 9, observou-se que as
variaveis estudadas, glicose e farelo de trigo em termo quadratico, foram estatisticamente
significativas quando a varidvel resposta for a produg¢do da enzima lacase nos niveis

adotados no planejamento experimental, pois obtiveram p menos que 5% (p<0,05).

Farelo de Trigo (g/L}Q) -3 73104

666393 ................... i ............................

Glicose (gf'L)(Cl) EC L Tel Lol C————

1 LbyEL -1;43656

(2)Farelo de Trigo (gJ‘L)(L) .

(1)Glicase (g/L}L) BE5665

-,

Figura 9 - Diagrama de Pareto com o comportamento da atividade enzimatica da
lacase (U/L) em relagdo a concentracao de Glicose (g/L) e Farelo de Trigo (g/L) (Fonte:
software Statistica® 7.0).

Nao foram significativos o termo linear da glicose, farelo de trigo e a interagdo entre
glicose e farelo de trigo, tendo sido incorporados aos residuos para o calculo da ANOVA

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Valores da ANOVA para a atividade enzimatica da enzima lacase do fungo
C.cubensis em relagao a concentragdo de Glicose e Farelo de Trigo.

Soma dos  Graus de Quadrados

Fonte de Variacio Quadrados Liberdade Médios Fcalculado
Regressao 3491,93 3 1163,97 10,12
Residuo 804,74 7 114,96

Total 4296,72 10

Ftab (3:7:0,05) = 4,35 e Fcalc=10,12
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O valor do F calculado foi 10,12 num limite de confianga de 95% sendo o modelo
experimental altamente significativo.
Com o objetivo de verificar o ponto 6timo de produg¢do da enzima lacase, foi gerado
o grafico de Superficie de Resposta ilustrado na Figura 10, onde pode-se visualizar que a
tendéncia aos melhores valores para as concentragdes das varidveis estudadas estd em
torno de 12,5 g/ de Glicose e 20,0 g/L de Farelo de Trigo (pontos centrais do

planejamento de experimento), havendo uma relagdo direta no aumento de ambas as
concentragoes.

el qﬂg\x&}\}aﬁm‘ﬁm

Figura 10 - Superficie de resposta com o comportamento da atividade enzimatica

da lacase (U/L) em relagdo a concentragao de Glicose (g/L) e Farelo de Trigo (g/L) (Fonte:
software Statistica® 7.0).

Para ndo haver a necessidade de se realizar varios cultivos em diferentes
concentragdes de glicose e farelo de trigo, os resultados obtidos na primeira e segunda
fase desse trabalho, utilizando o DCCR foram cruciais para determinar os pontos 6timos

das concentra¢des analisadas, possibilitando apenas um cultivo em erlenmeyer e em
biorreator realizados na fase trés.
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5.2 Producio enzimatica em Biorreator Airlift e em erlenmeyers com variaveis
otimizadas

Nos ensaios conduzidos em erlenmeyer e em biorreatores Airlift utilizando valores
otimos de concentragdo de glicose e farelo de trigo buscou-se avaliar a sintese de lacases
pelo fungo C.cubensis, assim como a mudanca de pH do meio de cultura e os consumos
de glicose durante 10 dias de cultivo.

Na Figura 11, os perfis de produgdo de lacases mostram que foi obtido atividade
enzimatica, tanto em erlenmeyer Figura (11A) como em biorreator Airlift Figura (11B),

atingindo picos de 670,00 e 77,22 U/L, respectivamente.

S S S
00 | = 70,00
SF s S 6000
2 42000 } g 50,00
St : 000
, - ]
= 210,00 } = 30,00
< 14000 t g 20,00
g 70,00 = 10,00
2 0,00 2 0,00
- 01 23456728910 = 012345678910
Tempo de Cultivo (dias) Tempo de Cultivo (dias)
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Figura 11 — Atividade enzimatica da enzima lacase em 10 dias de cultivo, (A) em
erlenmeyer; (B) em Biorreator Air/ift.

O resultado apresentado mostra maior produ¢do de enzima lacase em erlenmeyer
do que em um biorreator. Esse fato pode ter ocorrido pela seguinte hipdtese: Por causa da
alta concentragdo de biomassa, comecou a se formar aglomerados a partir do quinto dia
de cultivo promovendo e alta viscosidade do meio. Como consequéncia, houve baixa
movimentagdo do meio de cultura, vazao e concentragdo de oxigénio.

Segundo KIM et al. (2005) essa alta viscosidade € proveniente da alta concentragao
de biomassa e produgao de exopolissacarideos extracelulares por fungos ligninoliticos
quando cultivados em biorreatores Airlift. Esses exopolissacarideos extracelulares atuam
como cola, promovendo a adesdo do micélio as partes proeminentes do biorreator, no
caso o canal que alimenta com oxigénio, e dos sensores, resultando em aglomeragdo de
micélio, que limita transferéncia de oxigénio no equipamento. Esses efeitos sdo

indesejados, pois desacelera e reduz a produtividade enzimatica.
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Na Figura 12 € possivel verificar no inicio do cultivo uma menor biomassa fingica,

Figura (12A), comparada com o sexto dia de cultivo no biorreator Airlift Figura (12B).
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Figura 12 — Biomassa fiingica apresentada no inicio do cultivo (A), e no sexto dia de cultivo
em biorreator Airlit (B) (Fonte: Arquivo Pessoal).

A produtividade da enzima lacase, mesmo em baixas concentragdes, no cultivo do
biorreator, mostrou que ouve uma cinética de producdo sem nenhum declinio, durante os
10 dias de cultivo, provando que se ndo fosse as condi¢des de ma agitagdo do meio,
possivelmente atingiria picos de atividade enzimética proximos ou até superiores que 0s
apresentados em erlenmeyer.

MAITAN-ALFENAS et al. (2015) relatou uma atividade enzimatica da lacase de
2660 U/L pelo fungo C.cubensis cultivado em fermentacdo em estado solido com farelo
de trigo como substrato. Pelos resultados apresentados de atividade enzimatica em
erlenmeyer e em biorreator, 670,00 e 77,22 U/L, respectivamente, foi possivel verificar
uma melhor produgdo em fermentagao em estado sélido do que em fermentagao submersa
pelo fungo C.cubensis. Esse fato ndo conclui que a fermentagdo em estado solido € mais
vidvel do que a fermentacdo submersa. Pelo contrario, segundo COUTO e TOCA-
HERRERA (2007) a fermenta¢do submersa promove melhores condi¢des de controle dos
parametros envolvidos no cultivo e menor tempo de produgdo de enzimas ligninoliticas.

Surge entdo a necessidade em melhorar o processo de produgdo da enzima lacase
em biorreator Airlift pelo fungo C.cubensis através de mudangas nos pardmetros e

configura¢des utilizados, como por exemplo, mudancas nos niveis de planejamento
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experimental, e agitacdo do meio de cultura para entdo se obter melhor producdo
enzimatica proximas ao cultivo em fermentagao em estado sélido.
Na Figura 13 ¢ apresentado o perfil de consumo de glicose no cultivo em

erlenmeyer Figura (13A) e em biorreator Figura (12B).
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Figura 13 — Perfil do consumo de Glicose em 10 dias de cultivo, (A) em erlenmeyer; (B)
em Biorreator Airlift.

Pelo perfil de decréscimo do substrato glicose do fungo C.cubensis em fermentagao
submersa, pode-se observar um consumo caracteristico aos cultivos de fungos
ligninolitico ja realizados em fermentagdo submersa apresentados na literatura (LIU et
al.,2013; RANCANO et al., 2003).

E notério também que a producdo de lacase manteve-se apos o consumo total de
glicose, confirmando que o fungo ligninolitco passou a usar a fonte de substrato, farelo
de trigo, para crescimento e producao enzimatica (DUTRA et al., 2017).

Em cultivos submersos realizados em biorreator Airlift de 65 L, LIU et al. (2013)
mostraram que lacases foram as principais enzimas produzidas por Pycnoporus sp., com
decréscimo de pH nos primeiros dias de cultivo, assim como observado na Figura 14 para

C.cubensis (pH de 6 a 4).
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Figura 14 — Perfil do pH do meio de cultura em 10 dias de cultivo, (A) em erlenmeyer; (B)
em Biorreator Airlift.
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Observa-se também que a atividade enzimatica nos cultivos em erlenmeyer e em
biorreator, tiveram pico maximo em pH 4,26 e 4,29 respectivamente, indo de acordo com
a atividade enzimatica caracteristica da lacase em pH acido (RIVERA-HOYOS et al.,
2013).
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6 CONCLUSAO

Os valores obtidos de atividade enzimatica da lacase pelo fungo C.cubensis em
biorreator Airlift, 77,22 U/L demostraram que ¢ possivel sua produ¢do em volumes
maiores que os utilizados em erlenmeyer, 670,0 U/L, mas necessitando melhores ajustes
nos parametros e configuragdes utilizados no biorreator que promovam uma
potencialidade na producdo enzimdtica superiores ao cultivo em erlenmeyer e em
fermentagdo em estado solido mostrados por MAITAN-ALFENAS et al. (2015). Ja os
resultados apresentados pela metodologia de superficie de resposta, juntamente com o
planejamento experimental do tipo DCCR, possibilitaram uma melhor verificagdo da
influéncia efetiva das varidveis independentes, glicose e farelo de trigo na produgdo da

enzima.
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7 RECOMENDACOES

Como o fungo ¢ um potencial produtor da enzima lacase, pode-se verificar em
trabalhos futuros uma melhor influéncia das varidveis adotadas nesse trabalho através da
mudanca dos niveis utilizados no DCCR, e ajustes que promovam uma fluidez do meio
permitindo uma melhor agitagdo no cultivo do fungo em biorreator. Todas essas
mudangas podem auxiliar em melhores valores de produtividade enzimdtica para

posterior aplicagdes em processos industriais.
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