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RESUMO

As lacases sdo enzimas que catalisam uma reagdo que oxida moléculas aromaticas
fenolicas. Com grande potencial biotecnologico, as lacases podem ser empregadas em
diversos setores industriais. Suas principais aplicagdes sdo referentes a industria de polpa e
papel, téxtil, alimenticia, bem como na quimica sintética e biorremediacdo. Em estudos
prévios, o fungo basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI 1063, isolado da esponja marinha
Amphimedon viridis, apresentou 1.350 U/L de atividade para lacases em meio submerso salino
otimizado. Tendo em vista a importancia dos fungos e dessas enzimas para a biotecnologia, o
objetivo do trabalho foi estudar a produgao de lacases pelo basidiomiceto de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063 em biorreatores de bancada. Foram conduzidos 11 cultivos em
biorreatores de agitagdo mecanica (STR) e um em biorreator pneumatico (air-lift), definindo
parametros como o tempo em que o indculo do biorreator deve ser incubado, frequéncia de
agitacdo, kra e valor do pH inicial. A atividade maxima para lacases obtida em biorreator de
agitacdo mecanica foi de 2.700 U/L em 120h de cultivo, em 150 rpm de agitagdo (1,0 vvm:
kia de 17,2 h'') e pH 4,5 inicial. Nessas condi¢des e com o indculo cultivado também por
120h, a taxa maxima de formagao do produto foi de 60 U/L.h e produtividade maxima de 25,5
U/L.h. O fungo quando cultivado em biorreator air-/ift sob 1,0 vvm de aeracao apresentou
atividade de 4.014 U/L em 96 horas de cultivo, com taxa maxima de formag¢do do produto de
55 U/L.h e produtividade méxima de 40 U/L.h. Analises da macro-morfologia fiingica ao
término do bioprocesso indicaram que o biorreator STR causou mais danos ao micélio fungico
do que o cultivo em biorreator air-/ift. Experimentos adicionais em frascos agitados
demonstraram que o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou melhores atividades para
lacases e maiores indices de biomassa seca na presenga de 65% (v/v) de agua do mar artificial
(ASW) e 2mM de concentracdo de sulfato de cobre, demonstrando dependéncia desses dois
componentes para produgdo de lacases. Outros experimentos indicaram que a presenca de 5
dos 9 sais constituintes da ASW eram suficientes para a formacdo da biomassa celular e
atividade de lacases em frascos agitados. Os resultados indicam que o fungo de origem
marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 foi capaz de produzir lacases em escala de biorreator

de bancada e ¢ um importante recurso genético para futuras aplicagdes biotecnologicas.



ABSTRACT

Laccases are enzymes that catalyzes a reaction that oxidizes phenolic compounds. With
a great biotechnological potential, laccases can be applied in many industrial areas. Most of
the applications are related to pulp and paper, textile, food and beverage industries, as well as
in synthetic chemistry and bioremediation. In earlier studies, the basidiomycete Peniophora
sp. CBMALI 1063, isolated from marine sponge Amphimedon viridis, exhibited 1.350 U/L of
laccases’ activity under submerged culture in optimized saline medium. Taking into
consideration the importance of the fungi and these enzymes for biotechnology, the purpose
of this work was to study the laccases’ production by the marine-derived basidiomycete
Peniophora sp. CBMAI 1063 in bench bioreactors. It was performed 11 experiments in stirred
tank reactor (STR) and one in pneumatic bioreactor (air-lift), establishing parameters such as
inoculum incubation time, frequency of agitation, kra, and initial pH value. The maximum
laccases activity obtained in stirred tank reactor was 2.700 U/L in 120 hours of cultivation
under 150 rpm of agitation (1,0 vvm: kra de 17.2 h!) and initial pH value of 4.5. In those
conditions, with the inoculum cultivated for 120 hours, the maximum product formation rate
was 60 U/L.h and the maximum productivity was 25.5 U/L.h. The fungus when cultivated in
air-lift bioreactor under 1.0 vvm of aeration showed the activity of 4.014 U/L in 96 hours of
growth. The maximum product formation rate obtained in that experiment was 55 U/L.h and
the maximum productivity was 40 U/L.h. Analysis of the macro-morphology at the end of the
processes indicated that STR bioreactor caused more damage to the fungus’ mycelium than
the air-lift bioreactor. Additional experiments in agitated flasks showed that the fungi
Peniophora sp. CBMAI 1063 had higher laccases’ activity and higher yields of dry biomass
in the presence of 65% (v/v) of artificial seawater (ASW) and 2mM of copper sulphate,
indicating the dependency of those two composites for laccases production. Another
experiments indicated that the presence of 5 of the 9 ASW salt constituents is enough for dry
biomass formation and laccases’ activity in agitated flasks. The results showed that the
marine-derived fungus Peniophora sp. CBMAI 1063 could produce laccases in bench

bioreactors and it is an important genetic resource for future biotechnological applications.
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1. Introducio e Justificativa

Lacases (benzenodiol:oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2) sdo polifenol oxidases,
enzimas pertencentes a classe de oxidoredutases que catalisa uma reacao que oxida moléculas
aromaticas fenolicas. Na presenca de mediadores quimicos, as lacases também podem oxidar
componentes aromaticos nao fenodlicos de alto potencial redox, o que aumenta a gama de
substratos atacados por essa enzima. Suas principais aplicagdes sdo referentes a industria de
polpa e papel, alimenticia, quimica sintética e biorremediagao.

Lacases podem ser encontradas em plantas, procariotos, insetos e fungos, ¢ de acordo
com a literatura, os melhores produtores sao os fungos de degradacao branca da madeira, que
além de produzi-las extracelularmente, o que facilita o processo de obtencdo do produto,
produzem enzimas com maior potencial de redu¢do em comparagdo ao potencial visto nas
lacases de outros grupos de organismos.

Fungos de origem marinha sdo eucariotos heterotroéficos que exercem um papel crucial
na decomposicdo de matéria organica, ¢ foram reportados como produtores de enzimas
ligninoliticas como as lacases. As adaptagdes fisiologicas necessarias para que micro-
organismos se desenvolvam nesse ambiente os torna produtores de biomoléculas tnicas de
alto valor biotecnologico. As enzimas sintetizadas por micro-organismos marinhos tém
caracteristicas estereoquimicas diferentes das espécies terrestres e apresentam propriedades
Unicas, como por exemplo, maior tolerancia a alta salinidade e ions metélicos.

Biorreator de bancada ¢ um equipamento que fornece adequadas condigdes ambientas
para o cultivo de micro-organismos, enzimas, células, entre outros, para obten¢do de produtos
de interesse. Cultivo submerso € quando as células estdao suspendidas em um meio liquido.
Geralmente tém trés fases distintas: gasosa, liquida e micro-organismos suspendidos no
liquido, e necessitam de uma correta mistura para eficiente transferéncia de massa e calor. Até
o ano de 2004, aproximadamente 90% de todas as enzimas industriais ainda eram produzidas
em cultivo submerso.

O fungo filamentoso de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, isolado da
esponja marinha Amphimedon viridis, no ambito do projeto FAPESP 05/60175-2:
“Descoberta e desenvolvimento de potenciais agentes quimioterapéuticos a partir de
invertebrados marinhos e de micro-organismos associados” foi descrito como produtor de 709
U/L de atividade para lacases em meio submerso salino e ndo salino. Apos otimizagdo do
processo de producdo o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 alcancou 1.350 U/L e as
condi¢des de cultivo e uso da enzima foram patenteados (INPI: BR 10 2014 008502).



Neste contexto, o objetivo do presente projeto foi determinar os parametros de cultivo
necessarios para que o fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 produza
lacases em escala de biorreator de bancada. Os objetivos especificos sao: comparar a produgao
de lacases em biorreatores do tipo STR e tipo air-lift, determinar o tempo de incubagao
necessario para o indculo do cultivo em biorreator, determinar a agitacdo necessaria para
producdo da enzima, determinar o coeficiente de transferéncia de oxigénio (krLa) necessario

para a producdo da enzima e determinar o pH inicial do cultivo em biorreator.

2. Estado da Arte

2.1. Lignina

A lignina é um polimero recalcitrante amorfo, que nio apresenta regularidade
estereoquimica. A lignina estd presente em todas as plantas vasculares e sua fungdo ¢
proporcionar maior resisténcia e rigidez a parede celular, como uma cola que une as fibras e
filamentos de celulose e hemicelulose (ADLER, 1977; ARORA & SHARMA, 2010).

A lignina ¢ sintetizada a partir dos monOomeros primdrios fenol-alcoolicos p-
coumaril, coniferil e sinapil (Figura 1a), chamados também de monolignois, que se acoplam
via reacao ndo enzimatica (Figura 1b). A propor¢ao das subunidades monoméricas varia entre

diferentes taxons e espécies de plantas (ERIKSSON & BERMEK, 2009; HISANO 2009).

Figura 1. (a) Monomeros primarios de lignina e suas unidades correspondentes (WONG, 2009). (b)
Esquema da formula estrutural da lignina (ADLER, 1977), adaptado de Arora & Sharma (2010).
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2.2. Enzimas ligninoliticas

A heterogeneidade das ligacdes da lignina a torna um polimero muito complexo e de
dificil biodegradacdo. Sua quebra ndo ¢ feita por enzimas hidroliticas, como no caso dos
componentes da madeira, mas sim por enzimas oxidativas extracelulares, chamadas de
enzimas ligninoliticas (ARORA & SHARMA, 2010; ABDEL-HAMID et al., 2013).

As enzimas ligninoliticas sdo agrupadas em peroxidases, oxidoredutases, € enzimas
acessorias (Figura 2). Peroxidases como lignina peroxidases (LiP; EC 1.11.1.14), manganés
peroxidases (MnP; EC 1.11.1.13), e versatil peroxidases (VP; EC 1.11.1.16) sdo enzimas que
catalisam um conjunto de reagdes oxidativas e hidroxilagdes usando o peréxido de hidrogénio
(H202) como aceptador de elétrons. Oxidoredutases como lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas
que catalisam a reducdo do oxigénio (O2) a agua (H20) com a oxidagdo concomitante de
substratos organicos (RODGERS et al., 2009; WONG, 2009; HOFRICHTER et al., 2010;
ABDEL-HAMID et al., 2013).

Enzimas acessorias como aril-alcool oxidases (AAO; EC 1.1.3.7) e glioxal oxidase
(GLOX) foram descritas como geradoras de perdxido de hidrogénio, importantes para a
atividade das peroxidases. As enzimas aril-dlcool dehidrogenase (AAD) e quinona-redutase
(QR) reduzem os componentes derivados da degradacdo da lignina (DASHTBAN et al.,
2010).

Os fungos da podridao branca (white-rot fungi), nome baseado nas caracteristicas de
degradagdo da madeira, degradam a lignina mais rapidamente e extensivamente do que
qualquer outro grupo microbiano. Esses fungos sdo responsdveis pela maior parte da
decomposicao da lignina na natureza e foram descritos como os melhores produtores de

enzimas ligninoliticas (KIRK & FARRELL, 1987; TUOMELA et al., 2000).
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Figura 2. Diagrama esquematico da degradacdo enzimatica da lignina (Adaptado de Dashtban et al.,
2010).
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2.3. Lacases

Lacases (benzenodiol:oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2) sdo polifenol oxidases,
enzimas pertencentes a classe de oxido redutases, que catalisa uma reacdo que oxida
moléculas aromaticas fendlicas (BALDRIAN, 2005). A estequiometria é: quatro moléculas
de um substrato redutor para cada oxigénio molecular, envolvendo um total de quatro

transferéncias de elétrons [4RH+02->4R+2H>0] (Figura 4b) (WONG, 2009).
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A reducdo do oxigénio a dgua ¢ acompanhada da oxidacdo de substratos tipicamente
fenolicos e seus derivados como p-difendis, o-difendis, polifenois, poliaminas, arildiaminas,
aminofendis, hidroquinonas, assim como alguns ions inorganicos (THURSTON, 1994;
MAYER & STAPLES, 2002; ERIKSSON & BERMEK, 2009).

Na presenca de mediadores quimicos, as lacases também podem oxidar componentes
aromaticos ndo fenolicos de alto potencial redox, o que aumenta a gama de substratos dessa
enzima (BOURBONNAIS & PAICE, 1990). Os mediadores quimicos agem como shuttle de
elétrons, oxidando por via ndo enzimatica substratos que sdo grandes demais para entrarem
no sitio catalitico enzimatico, e substratos que possuem elevado potencial redox (CANAS &
CAMARERO, 2010; FERRARONI, 2007).

Os mediadores quimicos t€ém baixa massa molecular e podem ser sintéticos como ABTS
[2,2’-azino-bis-(3-ethilbenzothiazolina-6-acido sulfonico)] e HBT [1-hidroxibenzotriazol], ou
naturais como HAA [4cido 3-hiroxianthranilico], &cido 4-hidroxibenzoico e alcool 4-
hidroxibenzil (Figura 3) (BOURBONNAIS et al., 1997; JOHANNES & MAJCHERCZYK,
2000).

Figura 3. Mediadores sintéticos das lacases. HBT: 1-hidroxibenzotriazol, HPI: N-hidroxifthalimide,
VLA: acido violtrico, NHA: N-hidroxiacetoanilide (Fonte: CANAS & CAMARERO, 2010).
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Lacases frequentemente ocorrem como isoenzimas que se oligomerizam para formar
complexos multiméricos (CLAUS, 2004). Um monomero tipico ¢ geralmente uma molécula
de 60 a 80 kDa com o ponto isoelétrico acido de aproximadamente 4,0 (BALDRIAN, 2005).
Cada monOomero contém em sua estrutura um atomo de cobre denominado “Type-1” (T1),
possivelmente e como responsavel pelo sitio da oxidagdo primdria. Ha outros trés atomos de
cobre arranjados em um cluster trinuclear que reduz o oxigénio a agua: denominados de
“Type-2" e “Type-3” (T2/T3) (Figura 4a) (PIONTEK et al., 2002).

Outra importante caracteristica estrutural ¢ a porcdo de carboidratos ligados

covalentemente (10-45%), que contribui para sua estabilidade conformacional e prote¢ao
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contra degradacdo de proteases (YOSHITAKE, et al., 1993; CLAUS, 2004; HILDEN et al.,

2009).

Figura 4. (a) Diagrama estrutural (em fitas) da lacase de Trametes versicolor ATCC 20869. Os ions
de cobre estdo desenhados como esferas azuis (Fonte: PIONTEK et al., 2002). (b) Representacdo do
ciclo catalitico de uma lacase, produzindo duas moléculas de agua da redugdo de uma molécula de
oxigénio molecular, e a concomitante oxidacao (no sitio T1) de quatro moléculas de substratos (Fonte;

ERIKSOON & BERMEK, 2009).
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Lacases tém um grande potencial biotecnoldgico devido a sua habilidade de oxidar uma

ampla gama de substratos que sdo empregados em diversos setores industriais (COUTO &

TOCA-HERRERA, 2006; MACIEL et al., 2010; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

Referidas como “green component”, sua catélise gera agua a partir do oxigénio atmosférico,

diferente das peroxidases que necessitam de perdxido de oxigénio para completarem seu ciclo

catalitico (DASHTBAN et al., 2002 MARTINEZ et al., 2005; RIVA, 2006). Exemplos de

aplicagdes biotecnologicas das lacases estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Aplicagoes industriais e biotecnologicas das lacases.

Industria Indistria de Polpae  Industria Bioremediacio  Quimica Sintética e
Alimenticia Papel Téxtil Nanobiotecnologia
Remocdo de Fendis  Despolimezagdo da Degradagdo de  Biodegradagdo ou Produgdo de

de Alimentos e Lignina; Corantes remogao de Polimeros;

Bebidas; Deslignificagdo da ;Zg;%?ggﬁt;s Agentes

Diminuigao de Polpa na Madeira; Farmacéuticos;
Turbidez Bio-branqueamento da Biosensores;

Polpa Kraft Novos Produtos

Sintéticos.

2.3.1.1. Industria de polpa e papel

A fabricacdo do papel que conhecemos gera enormes quantidades de efluentes toxicos
com alta demanda biologica de oxigénio (DBO), alta demanda quimica de oxigénio (DQO),
e inumeros componentes toxicos nao caracterizados (PECK & DALEY, 1994; ALI &
SREEKRISHNAN, 2001). As lacases podem ser aplicadas no despolpamento e
biobranqueamento da madeira, e assim diminuir os residuos gerados nessas etapas
(BOURBONNAIS et al., 1995, BOURBONNAIS et al, 1997; WIDSTEN &
KANDELBAUER, 2008). Em adicao, as lacases podem ser utilizadas para sintetizar papéis

de melhor qualidade, que apresentam maior resisténcia mecanica (WONG et al., 2000).

2.3.1.2. Industria de Alimentos e Bebidas

Lacases podem ser aplicadas em diversos processos que modificam a aparéncia e sabor
de alimentos e bebidas MINUSSI et al. ,2002; OSMA et al., 2010a. Por exemplo, na remog¢ao
de compostos fenolicos que alteram o gosto e aroma de bebidas como vinhos, sucos e cervejas
(BRENNA & BIANCHI, 1994; SCHROEDER et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010). Na
formulacao de paes com melhor textura e sabor, de massas com maior estabilidade mecéanica,
e também na sintese de novos ingredientes funcionais como gel de pectina (NORSKER et al.,
2000; KUUVA et al., 2003; SELINHEIMO et al., 2006; FLANDER et al., 2011; JUNG &
WICKER, 2012; ZAIDEL et al., 2012).
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2.3.1.3. Quimica Sintética

A oxidagao de substratos fendlicos feito pelas lacases gera radicais intermedidrios que
podem se acoplar em ligagdes C-C e C-O, formando dimeros, oligdmeros, € eventualmente
polimeros (IKEDA et al., 1996; MANDA et al., 2007). Os radicais podem também se acoplar
a moléculas ndo oxidaveis pelas lacases e assim formar hetero-moléculas hibridas
(MIKOLASCH & SCHAUER, 2009).

O acoplamento, seja hetero-molecular ou homo-molecular, possibilita a formulagao de
novos produtos de extremo interesse biotecnoldégico (MIKOLASCH & SCHAUER, 2009;
WITAYAKRAN & RAGAUSKAS, 2009). Por exemplo, polimeros com caracteristicas
tinicas (KOBAYASHI et al., 2001; LOPEZ et al., 2013), antibioticos (MIKOLASCH et al.,
2006), agentes antioxidantes (ALJAWISH et al., 2014), bloqueadores UV (SCHROEDER et
al., 2007), pigmentos cosméticos (JEON et al., 2010), aldeidos aromaticos, pesticidas,
flavonoides, entre outros (ARORA & SHARMA, 2010; GAVEZZOTTI et al., 2011).

2.3.1.4. Biosensores

Biosensor ¢ um dispositivo com um componente biolégico, que detecta a concentracao
de determinadas moléculas em uma amostra ao converter sinais fisicos e quimicos de uma
biomatriz em sinais eletronicos (HABERMULLER et al., 2000). Quando o componente
bioldgico ¢ uma enzima ou um conjunto de enzimas, ¢ chamado de biosensor enzimatico
(PORTACCIO et al., 2006; DZYADEVYCH et al., 2008, KARIM & FAKHRUDDIN, 2012).

Lacases podem ser utilizadas em biosensores para detecg¢do de fendis e seus derivados
em amostras ambientais (DAS et al., 2014; GIL et al, 2014), no mosto fermentativos de vinhos
(FUSCO et al., 2010; MONTEREALI et al., 2010), na detec¢ao de pesticidas (ZAPP et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2013), e também na detec¢do de catecolaminas como dopamina, um
importante neurotransmissor, em analises clinicas (MOCCELINI et al., 2011; WANG et al.,
2014). Ressalta-se que o desenvolvimento de novos materiais de imobilizacdo possibilita
melhores rendimentos e/ou performance de biosensores enzimaticos (HAGHIGHI et al., 2003;

FU etal., 2014).
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2.3.1.5. Biorremediacio

A utilizagdo de produtos quimicos em diversos processos agroindustriais gera
deliberadamente ou acidentalmente enormes quantidades de compostos toxicos ao ambiente
(HARMS et al., 2011). A biorremediagao ¢ uma alternativa promissora para a remocao desses
poluentes ambientais do solo e da agua (JACQUES et al., 2007; PASSARINI et al., 2011).

Lacases catalisam a oxidacdo de uma grande gama de substratos, em especial os
fenolicos, além de serem consideradas como nao nocivas ao meio ambiente (BA et al., 2013;
MUKHERIJEE, 2013). Estudos indicam a capacidade das lacases na remocao (degradagao) de
compostos quimicos como corantes (WESENBERG et al., 2003; HOU et al., 2004; WANG
etal., 2011; ZENG et al., 2011; AGHAIE-KHOUZANI et al., 2012; BONUGLI-SANTOS et
al., 2012; ZHENG et al., 2014), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (AKTAS &
TANYOLAC, 2003; POZDNYAKOVA et al., 2006), inseticidas (AMITAI et al., 1998),
herbicidas (ARORA & SHARMA et al., 2010), e também desreguladores enddcrinos como
bisfenol e estrogénio (FUKUDA et al., 2004; SAITO et al., 2004; AURIOL et al., 2008;
LLORET et al., 2012; FENG et al., 2013; YU et al., 2013).

2.3.2. Distribuicao e Papel Fisiologico

O primeiro relato das lacases foi feito por Yoshida em 1883 a partir de extratos da planta
Rhus vernicifera (YOSHIDA, 1883; NAKAMURA et al., 1958). A angiosperma ¢ muito
conhecida na Asia por sua resina, chamada de urushi, que ¢é a seiva solidificada ap6s contato
com oxigénio (Figura 5). A solidificacdo, via catdlise enzimatica, ¢ feita através da oxidacao
polimerizadora de alquil-catecois presentes na seiva, chamado de urushiois ( HUTTERMANN
et al.,, 2001; KOBAYASHI et al., 2001). Estudos subsequentes indicaram a presenca das
lacases em plantas, procariotos, insetos e fungos (SUZUKI et al., 2003; CLAUS, 2004;
DITTMER & KANOST, 2010).
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Figura 5. (a) Coleta da seiva urushi. (b) Tesouro nacional japonés: caixa feita de urushi por Kohrin
Ogata no século XVII. (Adaptado de KOBAYASHI et al., 2001)

(b)

2.3.2.1. Plantas Superiores

A existéncia das lacases foi comprovada em toda familia Anacardiacea, da qual a Rhus
vernicifera ¢ membro, mas existe pouca informacao sobre outros taxons (HUTTERMAN et
al., 2001; MAYER & STAPLES, 2002). De acordo com Sharma et al. (2007), € possivel que
as lacases tenham sido fortemente negligenciadas de muitas descrigdes cientificas, em grande
parte devido a dificuldades da detecgdo e purificagdo das mesmas, e a existéncia de locci
multi-génicos para codifica-las (SHARMA et al., 2007; TURLAPATI et al., 2011).

Estudos sugerem que as lacases tém participagdo na polimerizagdo de compostos
fendlicos e flavonoides, na pigmentacdo, endurecimento de sementes e cicatriza¢ao de feridas
(POURCEL et al., 2005; CAPARROS-RUIZ et al., 2006; SHARMA & KUHAD et al., 2008;
TURLAPATI et al., 2011).

Recentemente, em estudos com mutantes de couve (Arabidopsis thaliana) houve a
confirmagdo da participag@o das lacases na polimeriza¢do da lignina. Os mutantes tinham 3
genes putativos para lacases desativados (LAC4, LAC11 e LAC17) de um total de 17 genes.
A modifica¢do causou severos retardos na sintese da lignina, bem como no crescimento e
desenvolvimento do vegetal. O autor sugere que as lacases existem em todos vegetais

superiores, e exercem um papel crucial e ndo redundante as peroxidases, (ZHAO et al., 2013).
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2.3.2.2. Procariotos

Em procariotos as lacases foram encontradas em linhagens gram-negativas e gram-
positivas, € ndo hd um grupo produtor especifico (SINGH et al., 2011). Sua presenga foi
descrita em Azospirillum lipoferum (FAURE et al., 1995), Proteus hauseri ZMd44 (ZHENG
et al., 2013), e também no actinomiceto Streptomyces lavendulae REN-Y (SUZUKI et al.,
2003).

Genes putativos de proteinas multi-cobre foram encontrados também em espécies de
habitats extremos como Oceanobacillus iheyensis, Aquifex aeolicus € na arqueia Pyrobaculum
aerophilum (CLAUS et al., 2003). As hipdteses sobre sua funcdo fisiologica referem-se a
morfogénese celular e protecdo contra estresses oxidativos como luz ultravioleta (UV) e

peroxido de hidrogénio (H20,) (SHARMA et al., 2007; DWIVEDI et al., 2011).

2.3.2.3. Fungos

Lacases foram demonstradas e purificadas em muitas espécies de fungos, incluindo
ascomicetos, fungos anamorficos e basidiomicetos. Lacases fingicas geralmente t€ém maior
potencial de redug¢ao quando comparada as lacases de outros organismos, e tém sido o grande
alvo para produc¢ao industrial (RODGERS et al., 2009; ABDEL-HAMID, 2013).

Espécies saprofiticas e degradadoras de madeira frequentemente produzem lacases,
como por exemplo Trametes versicolor, Trametes hirsute, Trametes ochracea, Trametes
villosa, Cerrena maxima, Phlebia radiata, Coriolpsis polyzona, Lentinus tigrinus, Pleurotus
eryngii, Lentinula edodes, Phanerochaete chrysosporium (SRINIVASAN et al., 1995;
MAYER & STAPLES, 2002; BALDRIAN, 2005; MOROZOVA et al., 2007, DWIVEDI et
al., 2011).

Com relagdo aos fungos leveduriformes, as lacases s6 foram purificadas até o momento
a partir de Cryptococcus neoformans, uma levedura basidiomicética humano-patogénica
(WILLIAMSON, 1994). A producdo de lacases nao foi demonstrada em leveduras
ascomicéticas, porém, sequéncias de multi-cobre oxidase Fet3p de Saccharomyces cerevisiae
sugerem homologia com lacases fungicas (MACHONKIN et al., 2001).

As hipoteses sobre sua fungao fisioldgica referem-se a pigmentagdo e morfogénese dos
micélios (MADHAVI & LELE, 2009), formagdo dos corpos de frutificacdo (LEATHAM &
SATHMANN, 1981), respostas a estresses oxidativos (JASZEK, et al., 2006a; JASZEK, et
al., 2006b), biodegradagdo da lignina vegetal (EGGERT et al., 1997; THURSTON, 1994), e
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fator de viruléncia em fungos patogénicos, protegendo-os dos compostos toxicos produzidos

pelo hospedeiro (MAYER & STAPLES, 2002).

2.4. Fungos de Origem Marinha

Fungos marinhos sdo classificados como obrigatorios ou facultativos. Os marinhos
obrigatorios sdo os que crescem e esporulam exclusivamente em ambiente marinho ou
estuarino, e os facultativos sdo linhagens de 4gua doce ou terrestres que sdo capazes de crescer
em ambientes marinhos (KOHLMEYER & KOHLMEYER, 1979). Como um método de
classificacdo mais generalista, estipulou-se o termo fungo de origem marinha (marine-derived
fungi), englobando todos os fungos isolados desse ambiente (OSTERHEGE, 2001).

Fungos de origem marinha geralmente mantém relagdes simbidticas com macro-
organismos como corais, esponjas, ascidias, moluscos, entre outros. Os géneros com maior
incidéncia sdo Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces, Phoma,
Cladosporium e Acremonium (BERLINCK et al., 2004, da SILVA et al., 2008, MENEZES et
al., 2010, PASSARINI et al., 2013). Em alguns casos como o da esponja Aplysina aerophoba,
a biomassa do organismo é composta por até 40% de micro-organismos (KONIG et al. 2006).

Fungos de origem marinha sdo eucariotos heterotroficos que exercem um crucial papel
na decomposi¢cdo de matéria organica, liberando os nutrientes de volta ao ecossistema
(PRASANNARAI & SRIDHAR, 2001; BUGNI & IRELAND, 2004). Os padrdes de
degradacdo dos componentes lignocelulésicos feito por fungos marinhos, a nivel
microscopico, aparentam estar correlacionados ao feito por fungos terrestres (POINTING &
HYDE, 2000).

As adaptagOes fisioldgicas necessarias para esses fungos se desenvolvam nesse
ambiente os torna produtores de biomoléculas unicas de alto valor biotecnologico, como
antibioticos, fdrmacos, enzimas, surfactantes, anticoagulantes, entre  outros.
(RAGHUKUMAR; 2002; BHADURY et al., 2006; VERBIST, 2000; BHATNAGAR & KIM,
2012; COLWELL, 2012).

As enzimas sintetizadas por linhagens marinhas apresentam caracteristicas
estereoquimicas diferentes das encontradas em linhagens homologas terrestres, além de
também terem diferencas em seus genes transcritores enzimaticos (CHI et al., 2009; ZHANG

& KIM, 2010). Enzimas desse habitat foram relatadas com maior tolerancia a alta salinidade

19



e ions metalicos, maior termoestabilidade, e mais adaptadas ao frio e pressdo atmosférica

quando coletados em mar profundo (HOU et al., 2006; TRINCONE, 2010).

2.5. Biorreator

Biorreator ¢ um termo moderno que refere-se a qualquer recipiente que forneca
condi¢des ambientais adequadas para que uma ou mais reagdes bioldgicas acontecam. As
reacdes biologicas podem ser feitas por micro-organismos, enzimas, células animais ou
vegetais, e inclusive estruturas subcelulares como cloroplastos e mitocondrias (ERICKSON,
2011; CHISTI & MOO-YOUNG, 2002).

Biorreatores foram utilizados hd milhares de anos para produgdo de alimentos e
bebidas como molho de soja, alcool potavel, queijo, entre outros. As pesquisas foram entdo
intensificadas a partir da década de 40 durante a segunda guerra devido a demanda de
antibioticos (MCNEIL & HARVEY, 2008). Atualmente, os biorreatores sdo utilizados na
sintese de vacinas, anticorpos, antibidticos, enzimas, ¢ também no tratamento de esgoto
doméstico e industrial (CHISTI & MOO-YOUNG, 2002)

Sua funcdo de acordo com Zhong (2011) ¢ fornecer condi¢des necessarias para a
fisiologia e metabolismo celular, regulando os fatores quimicos e fisicos existentes no sistema.
A escolha do tipo e do design de cada biorreator ¢ tinico, mas existem alguns fundamentos
principais. Os critério para o desenvolvimento do design do biorreator devem considerar uma
adequada transferéncia de oxigénio, pouco estresse de cisalhamento, e uma boa
homogeneizag¢dao (ZHONG, 2011).

Um biorreator, também chamado de fermentador, mesmo que conduzido em
aerobiose, pode operar assepticamente ou ndo, conter um ou varios tipos de células (ou
qualquer componente bioldgico) estando ou ndo imobilizadas. Quando as células estdo
suspendidas em um meio liquido, ¢ chamado de cultivo submerso. Biorreatores quando
utilizados em cultivo submerso geralmente tém trés fases distintas: gasosa, liquida e micro-
organismos suspendidos no liquido, e necessitam de uma correta mistura para eficiente
transferéncia de massa e calor (CHISTI & MOO-YOUNG, 2002; ERICKSON, 2011).

Cultivo em estado so6lido ¢ quando os micro-organismos crescem em particulas
solidas na auséncia de agua livre. O cultivo em estado solido possibilita um maior contato
entre 0 micro-organismo, maiores concentragdes de substrato, e a utilizagdo de inumeros

residuos agroindustriais, diminuindo consideravelmente o custo da fermentagdo. O cultivo
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so6lido tém sido referido como superior ao liquido, pois ¢ mais similar ao ambiente natural dos
micro-organismos, em especial de fungos filamentosos. Porém, ha ainda muitos problemas
para sua aplicacao industrial, relacionados principalmente com os gradientes de temperatura,
substrato, oxigénio formados durante o cultivo, que sao dificeis de se controlar na auséncia de
agua livre (MITCHELL et al., 2006). Até o ano de 2004, aproximadamente 90% de todas as
enzimas industriais ainda eram produzidas em cultivo submerso (HOLKER et al., 2004).

O tipo mais comum de biorreator para cultivo submerso ¢ o de agitacdo mecanica,
chamado de STR “stirred tank biorreator” (Figura 6a). Biorreatores STRs t€ém o meio de
cultivo agitado mecanicamente por um motor elétrico, que gera boa mistura de fluido e
oxigenacdo. As desvantagens desse tipo de biorreator ¢ o estresse gerado pela agitacdo,
impraticavel pra certos micro-organismos, ¢ a alta demanda de energia elétrica em altas
agitagdes. Esse tipo de biorreator € o mais utilizado em estudos laboratoriais de escalonamento
(CHISTI & MOO-YOUNG, 2002; ZHONG, 2011).

Biorreatores agitados pneumaticamente, chamados de biorreatores air-/ifts (Figura
6b), sdo muito parecidos com biorreatores STRs, porém, a mistura do fluido ¢ feito pela
injecdo de ar ou gas comprimido na base do biorreator. Esse tipo de biorreator ¢ usualmente
cilindricos para que as bolhas de ar permanegam o mais tempo possivel no fluido. Biorreatores
Air-lifts tém pior mistura de fluido em comparagdo a biorreatores STR, porém, geram menos

estresse ao micro-organismo cultivado. (CHISTI & MOO-YOUNG, 2002; ZHONG, 2011).

Figura 6. Tipos de biorreatores: (a) Biorreator STR — stirred tank reator — agitagdo mecanica. (b)
Biorreator tipo air-lift. Adaptado de Schimidell et al. (2001)

(@) (b)

21



2.5.1. Biorreator de bancada

Biorreatores industriais t€ém geralmente o volume de 25 a 500 L, porém, a capacidade
total pode variar muito. Como seria impraticavel conduzir estudos em biorreatores industriais,
sdao utilizados biorreatores de bancada que t€ém volume menor (1 a 20 L) (BLIEM &
KATINGER, 1988). Biorreatores de bancada fornecem dados para constru¢do de modelos,
que podem ser expressos em equacdes matematicas, graficos, tabelas, etc. Os modelos sdo
utilizados para entender e descrever as caracteristicas do sistema, para que futuramente o
cultivo do micro-organismo possa ser reproduzido e entdo escalonado (MCNEIL &
HARVEY, 2008).

As variaveis de interesse podem ser temperatura, pH, agitacdo, quantidade de
indculo, oxigenagdo, entre outas, ¢ devem estar relacionadas aos fatores que limitam o
desenvolvimento do micro-organismo ou que inibam a sintese do produto desejado. Do ponto
de vista industrial, as varidveis ideais sdo aquelas que independem da escala e configuracao

do biorreator (ENGASSER, 1988; BLIEM & KATINGER, 1988; ZHONG, 2011).

2.6. Producio de lacases para aplicacio biotecnoldgica

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de aplicagdes industriais de enzimas ¢
conseguir produzir grandes quantidades das mesmas com bom custo beneficio, de forma que
sejam alternativas atraentes para os processos mais tradicionais (MOILANEN et al., 2015).

De acordo com a literatura, ¢ necessaria uma combinag¢do de fatores para uma eficiente
producdo de lacases, como por exemplo a escolha de um bom micro-organismo produtor,
meio de cultivo e indutores enzimaticos adequados, além da escolha do tipo correto de
biorreator e conducdo do bioprocesso (COUTO & TOCA-HERRERA, 2007; TINOCO-
VALENCIA et al. 2014).

Os melhores produtores de lacases sao os fungos de degradacao branca da madeira, que
além de produzi-las extracelularmente, o que facilita o processo de obtencdo do produto,
produzem enzimas com maior potencial de redu¢do em comparacdo ao potencial visto nas
lacases de outros grupos de organismos (RODGERS et al., 2009).

O atual detentor da maior atividade enzimatica para lacases, utilizando ABTS como
substrato oxidante nas devidas condi¢des de reacdo, ¢ o basidiomiceto Trametes pubescens

MB 89 (CBS 696.94) isolado na Austria. O fungo indicou a atividade de 330.000 U/L em
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405h de cultivo em batelada em biorreator STR de 20 L e 15 L de volume de trabalho. A
suplementagdo com baixas concentracdes de glicose durante o cultivo (batelada alimentada)
culminou em um grande aumento de atividade: 740.000 U/L em 692h de cultivo (GALHAUP
& HALTRICH, 2001; GALHAUP et al., 2002).

O isolado na Alemanha de mesmo género Trametes multicolor MB 49 indicou atividade
de 8.000 U/L (no ponto 265h) quando cultivado também em biorreator STR de 20 L. O fungo
indicou reducao de atividade quando cultivado em biorreator, que em frascos agitados, foi de
aproximadamente 86.400 U/L (HESS et al., 2002).

O basidiomiceto de degradagdo branca Pycnoporus sanguineus CS43 obtido da cole¢ao
de cultura da Universidade Auténoma de Nuevo Leon-México indicou indices de 143.000
U/L (no ponto 312h) para lacases em biorreator STR de 10 L e 8 L de volume de trabalho
(RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014). Uma outra linhagem de Pycnoporus sanguineus, obtida
na colecdo de cultura da Maldsia, indicou atividade maxima de 325 U/L (em 408 horas) em
biorreator de 2,0 L e 1,2 L de volume de trabalho (SAAT et al., 2014).

Em escala piloto, He et al. (2014) descreveram a atividade maxima de 1.361 U/L pelo
fungo isolado na China Abortiporus biennis (no.SWUST2009111001) em biorreator STR de
300 L de volume total em 192 horas de cultivo. Também na China, Liu et al. (2013) obtiveram
72.000 U/L depois de 6 dias de cultivo do fungo Pycnoporus sp. SYBC-L3 em biorreator
pneumatico air-lift de 65 L. Recentemente, Songulashvili et al. (2015) obtiveram em
biorreator STR piloto de 120 L a atividade de 416.400 U/L de lacase a partir do fungo isolado
da Alemanha Cerrena unicolor C-139 em 288 horas de cultivo.

No Brasil, o fungo Pleurotus sajor-caju PS-2001 da cole¢dao de culturas do Instituto
Biotecnologico da Universidade de Caxias do Sul, obteve indices de 40.000 U/L (em 144
horas de cultivo) de lacase em biorreator STR de 5,0 e 3,5 L de volume total e de trabalho
respectivamente (BETTIN et al. 2011). Outro representante nacional, o fungo Peniophora
cinerea CCIBT2541 obtido do Instituto de Botanica-Sao Paulo, indicou atividade de 100 U/L
e 3.500 U/L, quando cultivado com micélios livres e imobilizados respectivamente, em
biorreator de bancada de 1,0 L de volume de trabalho em 360 horas de cultivo (SILVERIO et
al. 2013).
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2.6.1. Peniophora sp. CBMAI 1063

O fungo basidiomiceto Peniophora sp. CBMAI 1063, isolado da esponja marinha
Amphimedon viridis (Figura 7), no ambito do projeto FAPESP 05/60175-2: “Descoberta e
desenvolvimento de potenciais agentes quimioterapéuticos a partir de invertebrados marinhos
e de micro-organismos associados” foi descrito como produtor de 709 U/L de atividade para
lacases em meio submerso salino e ndo salino (MENEZES et al., 2010; BONUGLI-SANTOS
et al., 2010b).

ApoOs otimizacdo de meio de cultivo em escala de frascos agitados por planejamento
experimental, no ambito do projeto Fapesp “Aplicacao de fungos ligninoliticos isolados de
esponjas marinhas na degradagao de corantes sintéticos e efluente téxtil”, o indice para lacases
do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 atingiu 1.350 U/L em 192 horas de cultivo (dados nao
publicados). Em 2014, as condi¢des para o cultivo do fungo visando producgdo de lacases
foram depositadas junto ao INPI para fins de patente: Processo de obtencao da enzima lacase

por fungo marinho, enzima lacase e uso da mesma (INPI: BR 10 2014 008502).

Figura 7. Fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 e sua respectiva fonte de isolamento (esponja marinha
Amphimedon viridis).

Esponja Peniophora sp.
Amphimedon viridis CBMAI 1063

A lacase produzida pelo Peniophora sp. CBMAI 1063 apos purificagdo, indicou a
atividade de 18 U/mL, com massa de 67 kDa, e pH e temperaturas 6timos de 3,0 e 60°C
respectivamente. A enzima indicou notavel estabilidade frente a diferentes valores de pHs,

temperatura e ions metélicos. Estudos adicionas também confirmaram que a enzima purificada
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foi capaz de descolorir 70% do corante Preto Reativo 5 (200 mg/L) sem adi¢do de mediadores
em 5 horas (dados ndo publicados).

Tendo em vista o potencial das lacases em aplicagdes biotecnologicas e o potencial do
fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 como produtor dessa enzima, o
objetivo do projeto foi estudar as condigdes necessarias para que o fungo produza essas

enzimas.

3. Objetivos

3.1. Geral:
O objetivo do projeto foi determinar os pardmetros de cultivo necessarios para que o

fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 produza lacases em escala de

biorreator de bancada.

3.2. Especificos:

e Comparar a producdo de lacases em biorreatores do tipo STR e tipo air-lift;

e Determinar o tempo de incubagao necessario para o indculo do cultivo em biorreator;

e Determinar a agitacdo necessaria para produ¢do da enzima;

e Determinar o coeficiente de transferéncia de oxigénio (kra) necessario para a produgdo da
enzima;

e Determinar o pH inicial do cultivo em biorreator;

4. Materiais e Métodos

4.1. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no projeto foi isolado a partir de amostras da esponja
marinha Amphimedon viridis, coletada na cidade de Sdo Sebastiao-SP (MENEZES et al.,
2010) e identificado por taxonomia molecular como pertencente ao género Peniophora, classe
Peniophoraceae, filo Basidiomycota (BONUGLI-SANTOS et al., 2010a). O fungo encontra-
se depositado pelo método de criopreservagao (glicerol a -80°C) e Castellani (preservagdo em
agua a -4°C) na Colegao Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria (CBMAI)
do CPQBA/UNICAMP ¢ na Colegao de Culturas do Instituto de Biociéncias de Rio Claro,
intitulada Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP).
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4.2. Meio liquido para producao de lacases

O meio de cultivo utilizado no projeto foi adaptado da otimizacdo por planejamento
estatistico experimental feita em escala de frascos agitados em estudos anteriores do grupo de
pesquisa (dados patenteados). O meio era constituido de extrato de levedura 0,20% (wW/v),
peptona bacterioldgica de caseina 0,27% (w/v), extrato de malte 0,14% (w/v) e glicose 0,27%
(w/v). Dissolvidos em agua do mar artificial (ASW) adaptado de Kester et al. (1967): MgCl»
0,704% (w/v), CaClz 0,098% (w/v), SrCl> 0,001 (w/v), NaCl 1,555% (w/v), Na2SO4 0,261%
(w/v), KC10,044% (w/v), NaHCOs3 0,013% (w/v), KBr 0,006% (w/v) e H3:BO3 0,002% (w/v),

suplementado com 2mM de CuSOs.

4.3. Cultivo em frascos agitados

O cultivo em escala de frascos agitados foi feito em Erlenmeyers de 125 mL contendo
50 mL do mesmo meio utilizado no biorreator. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de
140 rpm a 28°C durante 5 dias ou 7 dias, dependendo do experimento. O inéculo dos
Erlenmeyers eram seis discos de 4gar com o micélio fungico de 0,9 cm de diametro. Os discos
foram retirados de culturas puras do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 cultivado por 7 dias
em meio soélido dgar-malte a 28°C. (extrato de malte 2,0% (w/v) e agar-agar 1,5% (w/v). A

temperatura de cultivo foi estipulada para 28°C, como determinado pela otimizagao.

4.5. Cultivo em biorreatores de bancada

O cultivo em biorreatores foi realizado nos equipamentos descritos abaixo. Como
inoculos foram utilizados os frascos agitados descritos acima na propor¢ado referente a 8,5%

do volume de trabalho da dorna.

4.5.1. Biorreator STR 1

Os experimentos realizados na UNESP de Rio Claro-SP foram conduzidos no biorreator
de bancada Fermac 320 (Electrolab Limited, UK) com dorna de 246 mm de didmetro e 475
mm de altura. Volume total de 6,4 L e volume de trabalho estipulado para 3,5 L. A
homogeneizagao foi feita por um mastro com 2 impelidores rushton (2 x 55 mm) conectados
ao motor elétrico. A aeracgao foi feita por ar comprimido filtrado (Midisart 2000 PTFE 0,2pm

— Sartorious, GER) e liberado no sistema através de um aspersor ar em forma de “L” com
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cinco furos basais. A temperatura foi mantida a 28°C por uma manta térmica e chicanas com
agua resfriada (15~20°C), utilizada também para resfriar o condensador (Unichiller, UK). O
biorreator contava também com sensores de pH e polarografico de densidade de oxigénio,
ambos da empresa Broadley James, US. Dados de agitagdo, temperatura, pH ¢ DO foram
adquiridos e armazenados em tempo real através do software Electrolab Fermentation

Management Software (Figura 8a).

4.5.2. Biorreator STR 2

Os experimentos feitos na USP/FCF/Sao Paulo-SP foram conduzidos no biorreator de
bancada BioFlo 115 (New Brunswick, US) com dorna de 240 mm de largura e 290 mm de
altura. Volume total de 3,0 L e volume de trabalho estipulado para 1,2 L. A mistura foi feita
por um mastro com 2 impelidores rushton conectados ao motor elétrico. A aeracdo foi feita
por ar comprimido filtrado (PTFE 0,2um — Millipore, USA) e liberado no sistema através de
um borrifador de ar em forma de “anel” com um furo basal. A temperatura foi mantida a 28°C
por jaquetas externas com agua. O condensador foi resfriado com agua a 15~20°C. O
biorreator contava também com sensor de pH da empresa Mettler Toledo, SW. Dados de
agitagdo, temperatura, pH e DO foram adquiridos em tempo real através do software interno
do biorreator (Figura 8b). Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia
Farmacéutica (Depto de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica — USP/FCF) em colaboracao

com o Prof. Dr. Adalberto Pessoa Jr e com o Mestre Valker Feitosa.

4.5.3. Biorreator 3 modificado — Air lift

Outros experimentos feitos na USP/FCF/Sao Paulo-SP foram conduzidos no biorreator
de bancada BioFlo 115 (New Brunswick, US) com volume total de 5,0 L e volume de trabalho
estipulado para 3,5 L. O biorreator teve os impelidores retirados e um cilindro de a¢o inox
(8,5 cm de diametro e 13,0 cm de comprimento) foi acoplado entre as chicanas de temperatura.
A aeracao foi feita por ar comprimido filtrado (PTFE 0,2um — Millipore, USA) e liberado no
sistema através de um borrifador de ar em forma de “anel” com um furo basal. Com a injecao
de ar, um fluxo de movimento foi formado, como visto em reatores air-/ift comerciais. A
temperatura foi mantida a 28°C por jaquetas externas com agua. O condensador foi resfriado

com agua a 15~20°C. O biorreator contava também com sensor de pH da empresa Mettler
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Toledo, SW. Dados de agitagdo, temperatura, pH e DO foram adquiridos em tempo real

através do software interno do biorreator (Figura 8c).

4.5.4. Biorreator STR 4 modificado — Aspersor em mangueira

O biorreator STR 1, descrito anteriormente, foi modificado para aumentar a taxa de
transferéncia de oxigénio. O aspersor em forma de “L” foi substituido por uma mangueira de
silicone industrial de aproximadamente 230 cm de comprimento (0,8 cm de didmetro externo
e 0,4 cm de didmetro interno) enrolada sobre si (Figura 8d). A mangueira foi posicionada no
fundo do biorreator e dois furos de 1,0 mm de didmetro foram feitos a cada centimetro de

mangueira submersa. O diagrama esquematico esta apresentado na Figura 8e.

Figura 8. (a) Biorreator STR 1: Fermac 320 (Electrolab Limited, UK); 3,5 L de volume de trabalho.
(b) Biorreator STR 2: BioFlo 115 (New Brunswick, US); 1,2 L de volume de trabalho. (¢) Biorreator
STR 3 - modificado Air-lift: Observar o cilindro de ago inox acoplado entre as chicanas de
resfriamento/aquecimento. (d) Mangueira usada no biorreator STR 4 — modificado. (e) Diagrama
esquematico de um borrifador de ar em espiral (Adaptado de Zhong, 2011).

(b)
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4.6. Amostragem

Usando seringas de 20 mL, 10 mL de caldo bruto foi retirado do biorreator em intervalos
determinados de tempo. Em seguida, as amostras foram devidamente rotuladas e estocadas

em congelador (-20°C).
4.7. Variaveis e Parametros
4.7.1. Variaveis estaticas

4.7.1.1. Biomassa seca

A biomassa seca foi obtida apos filtragem a vacuo das amostras coletadas do biorreator.
Os discos de celulose foram devidamente secos e pesados trés vezes antes da filtragem. Apods
filtragdo, os discos foram lavados com agua destilada, secos a 105°C por 2 dias, e pesados até
peso constante. A diferenga entre o peso final e inicial da biomassa seca retida do disco foi

utilizada para o calculo, expresso em g L. O método foi adaptado de Bailey et al. (2007).

4.7.1.2. Atividade enzimatica para lacases

A atividade enzimatica da lacase foi avaliada em triplicatas, utilizando 2.2-azino-bis-
ethylbenthiazolina (ABTS) a 37°C de acordo com Buswell et al. (1995). A mistura foi
composta de 0,3 mL de 0,1 M de tampao acetato de soédio (pH 5.0), 0,1 mL de 0.03 % (w/v)
de solucdo ABTS e 0,6 mL de solu¢do enzimatica. A oxidacdo do ABTS foi avaliada
monitorando-se o aumento da absorbancia a 420 nm (£420 = 36 000 M ! cm ™) e determinada
através dos célculos realizados a partir da equacdo 1, derivada da Lei de Beer-Lambert. Uma
unidade enzimadtica de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

oxidar 1 pmol de substrato por minuto e expressa em U/L.

UL'=AAXxVx10°/exRxt (Equagio 1)
Onde:

AA = Diferenga entre a absorbancia final e a inicial
V = Volume da reacdo (0.001 L)

10% = Fator de conversio (de € moles para umoles)
¢ = Coeficiente de extingdo (M cm™)

R = Quantidade de caldo enzimatico (L)

T = Tempo de rea¢do (min)
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4.7.1.3. Quantificacao da Glicose

Para determinacao quantitativa de glicose foi utilizado o Kit de Glicose — PP (Gold
Analisa — BR). O kit se baseia no método enzimatico-colorimétrico descrito por Barham &
Trinder (1972), através da oxidagao da glicose para acido gliconico e peroxido de hidrogénio,
seguido de uma reagao oxidativa de acoplamento catalisado pela peroxidase do kit. O peroxido
de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol formando um complexo de cor
vemelha (quinoneimina), cuja absorbancia medida em 505 nm, ¢ diretamente proporcional a
concentracdo de glicose na amostra. Ressalta-se que para evitar possiveis interferéncias
enzimaticas, as amostras foram desnaturadas a 105°C por 1 hora antes da quantificagao de

glicose.

4.7.2. Variaveis operacionais

4.7.2.1. Coeficiente de transferéncia de massa gasosa (kLa)

O kra foi calculado através da utilizagdo do sensor polarografico do biorreator para
medida da concentragdo de oxigénio dissolvido em 4gua destilada como descrito por Riet.
(1979). Apds a calibracao do eletrodo, foi injetado nitrogénio no meio até que a concentracao
de oxigénio dissolvido (C), representada pelo percentual de oxigénio em relagdo a saturagao,
fora reduzida a zero. Em seguida, o meio foi aerado, cronometrando-se a variagdo do
percentual de oxigénio dissolvido entre 10 e 90% de saturagao.

A equagdo 2 define a transferéncia de oxigénio para o meio:

dC/dt = kra (Cs-C) (Equacio 2)

Onde:

dC/dt = variagdo da concentragdo de oxigénio dissolvido com o tempo.
C; = concentragdo de oxigénio dissolvido na saturagao do meio.

C = concentracdo de oxigénio dissolvido.

Com a integragdo da equacao 3, com limites de C entre o Cs ¢ B Cs e de t entre 0 e t,
tem-se a Equagao 3:

In[(1-B)/(1-a)]=-kea.t (Equacio 3)

Onde: a e P sao valores percentuais da concentragdo de oxigénio na saturacao,
registradas no biorreator. O grafico resultante da equacdo 3 apresenta um perfil linear, cujo

coeficiente angular representa “-kra”.
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4.7.2.2. Velocidade superficial (ps)

A velocidade superficial do biorreator foi dada pela equagdo 4, e a area da secdo
transversal foi obtida pela equacao 5.

us = Q/A (Equacao 4)

A =nR? (Equacio 5)

Onde:

Q = Taxa de volume de ar (m/s)

A = Area da segio transversal (m?)
R =raio (m)

4.7.3. Parametros estequiométricos

4.7.3.1. Produtividade

A produtividade enzimatica ou da biomassa celular foi calculada pelas equagdes 6 ¢ 7.

Pdp=(Pr—Pi)/t (Equacio 6)
Pdx = (xr-xi)/t (Equacao 7)
Onde:

Pdx = produtividade volumétrica de biomassa (g/L.h)
Pdp = produtividade volumétrica de lacases (U/L.h)
Py = atividade enzimatica final (U/L)

P; = atividade enzimatica inicial (U/L)

xr= concentra¢do celular final (g/L)

x; = concentragdo celular inicial (g/L)

t = tempo de cultivo (horas)

4.7.4. Variaveis de transformacao

4.7.4.1. Velocidades instantaneas (Taxas volumétricas)
As taxas volumétricas, chamado por Schimidell et al. (2001) de velocidades instantaneas
de transformacgao, do crescimento celular, da formag¢ao do produto e do consumo de substrato,

sdo dadas pelas equagdes 8, 9 e 10.

rx = dx/dt (Equacao 8)
p = dp/dt (Equacao 9)
rs = -ds/dt (Equacao 10)
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Onde:

rx: Velocidade instantdnea de crescimento celular (g/L.h),
rp: Velocidade instantanea de formagao do produto (U/L.h),
rs: Velocidade instantanea de consumo de substrato (g/L.h),
dx/dt: Variagao do crescimento celular pelo tempo,

dp/dt: Variagdo da formagdo do produto pelo tempo,

ds/dt: Variagdo do consumo de substrato pelo tempo,

4.7.4.2. Velocidades especificas

As velocidades especificas de transformacdo foram dadas pelas seguintes equagdes

(SCHIMIDELL et al., 2001):

ux = (1/x) / rx (Equacao 11)
us = (1/x)/rs (Equacao 12)
pup =(1/x)/ 1p (Equacao 13)

Onde:

x: Concentracao celular (g/L)

ux: Velocidade especifica de crescimento celular (h),

up: Velocidade especifica de formagio do produto (h),

us: Velocidade especifica de consumo de substrato pelo tempo (h),
rx: Velocidade instantdnea de crescimento celular (g/L.h),

rp: Velocidade instantdnea de formagdo do produto (U/L.h),

rs: Velocidade instantidnea de consumo de substrato (g/L.h)

5. Resultados e Discussiao
5.1. Cultivo em biorreatores de agitacio mecanica (STR)

5.1.1. Cultivo 1: Aspectos iniciais

Considerando a fragilidade dos micélios fungicos quanto as forcas de estresse gerados
pela agitagdo (ENGASSER 1988), o primeiro cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063
foi feito em agitacdo constante de 50 rpm e aeracdo ajustada para no minimo 80% de
concentracao de oxigénio dissolvido (DO80%). O mesmo procedimento foi realizado por
Galhaup et al. (2002) em estudos com o fungo 7. pubescens MB 89, sendo que o ajuste foi
firmado em 40% de concentracdo de oxigénio e 100 rpm de agitagao.

O inodculo do biorreator foi de 300 mL do fungo Peniophora sp. cultivado em frascos
agitados, o que representa cerca de 8,5% do volume de trabalho. Galhaup et al. (2002)
inoculou 1,5 L do fungo 7. pubescens MB 89 em seu biorreator de 15 L, propor¢ao de 10%

do volume de trabalho. O autor utilizou frascos de 1 L com 200 mL do mesmo meio utilizado
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no biorreator, porém, sem adicao de cobre. Na Figura 9 estdo apresentados os dados obtidos

do primeiro cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 em biorreator de bancada.

Figura 9. Variaveis obtidas no cultivo 1 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C) e agitagdo (50
rpm) constantes e aeracao ajustada para concentragdo minima de 80% de oxigénio dissolvido.
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O experimento teve duracdo de aproximadamente 216 horas (9 dias) e indicou a
atividade méaxima de lacase de 1.758 U/L em168 horas de cultivo (7° dia), cerca de 450 U/L
superior ao obtido em frascos agitados também em 168 horas (1.350 U/L, dados nao
publicados). A taxa méaxima de formacdo do produto foi de 11 U/L.h. e produtividade méxima
de 12 U/L.h.

Durante o cultivo foi observado uma redugao progressiva do meio de cultivo devido a
evaporacao, que inclusive a partir da hora 132, ndo teve mais contato com o sensor de
concentragdo de oxigénio. Independente disso, a oxigenagdo aparentemente nao limitou a
sintese de lacases pelo Peniophora sp. CBMAI 1063, j4 que ndo atingiu indices abaixo de
25% durante todo o cultivo. Entretanto, a concentracdo de oxigénio registrada no meio de
cultivo nao se manteve acima de 80%, como ajustado

O pH inicial foi ajustado em 8,0, porém, apds adigdo de CuSOs (procedimento feito

depois da autoclavagem), o pH inicial diminuiu pra 5,0. Mudancgas de pH ao adicionar sulfato
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de cobre pode também ser vista nos estudos de Galhaup & Haltrich (2001) e Galhaup et al.
(2002). Foi registrado uma acidificacdo até o segundo dia, seguido de alcalinizacio
progressiva até o término processo. Esse mesmo padrao de mudanga de pH foi observado
também nos basidiomicetos 7. pubescens MB 89 (GALHAUP et al., 2002), T. multicolor MB
49 (HESS et al., 2002) e Pleurotus sojar-caju PS-2001 (BETTIN et al., 2011). De acordo com
Fazenda et al. (2008), fungos tendem a crescer bem em uma ampla gama de variagdo de pH
(4~9) e mudancas observadas durante os cultivos podem estar relacionadas a formacao de
metabolitos secundarios (FAZENDA et al. 2008).

O completo consumo da glicose foi feito em aproximadamente 96 horas de cultivo, com
taxa maxima de consumo de glicose de 0,05 g/L.h. A velocidade do consumo de acticar no
meio de cultivo ¢ uma variavel muito importante para produgdo de lacases, alguns fungos
como o 7. pubescens MB 89 iniciam a sintese de lacases ap6s a concentragdo de glicose atingir
um certo limite minimo (GALHAUP et al., 2002).

Nesse experimento a quantificacdo da biomassa seca micelial suspendida no meio de

cultivo apresentou desvios incomuns ¢ essa variavel ndo foi considera como confiavel.

5.1.2. Cultivo 2 e 3: Tempo de cultivo do inoculo 1

Nos cultivos 2 e 3 em biorreatores, tanto a aeracdo quanto a agitacdo foram mantidas
constantes em 50 rpm e 1,0 vvm (3,5 L de ar por min), o que representa um kra de 139 h'. A
proposta estd de acordo com autores como He et al. (2014) que mantiveram 200 rpm de
agitacdo e 1,0 vvm de aeracdo para o cultivodo fungo Abortiporus biennis
(no.SWUST2009111001). A diferenca entre os dois cultivos foi referente ao tempo de
incubagao do inoculo: que foram cultivados em agitagdo por 5 dias (120h) e 7 dias (168h). Os

resultados estdo apresentados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10. Variaveis obtidas no cultivo 2 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitagdo (50
rpm) e aeracdo (1,0 vvm) constantes. O tempo de cultivo do indculo para esse cultivo foi de 120h.
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Figura 11. Variaveis obtidas no cultivo 3 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitagdo (50
rpm) e aeragdo (1,0 vvm) constantes. O tempo de cultivo do indculo para esse cultivo foi de 168h.
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Os experimentos também tiveram dura¢do de aproximadamente 216h (9 dias) e
indicaram a atividade maxima de lacases de 1.806 U/L quando o in6culo foi cultivado por
120h, e 1.586 U/L quando o inodculo foi cultivado por 168h (Figuras 10 e 11). A taxa de
formacao das lacases e a produtividade referentes ao cultivo 2 foram superiores ao cultivo 3,
com respectivos indices de 43 U/L.h e 14,5 U/L.h e 25 U/L.h e 12 U/L.h.

Em ambos os cultivos foi observado uma reducdo progressiva do meio devido a
evaporacao, que também a partir da hora 132 horas, o fluido ndo tinha mais contato com o
sensor de DO. Houve também formagao de espuma e um aparente aumento da viscosidade do
meio.

As taxas de degradacdo da glicose em ambos os cultivos foram de 0,05 g/L.h, e a
completa exaustdo da mesma foi visto no ponto 72h também em ambos os cultivos, cerca de
24 horas antes da completa degradag¢ao observada no cultivo 1. O pH registrado na dorna
manteve-se parecido com o visto na batelada anterior e aparentemente nao influenciou a
producdo de lacases entre os cultivos 1, 2 e 3. A quantificagdo da biomassa seca nesse
experimento também apresentou variagoes e esta variavel ndo foi utilizada.

A concentragdo de oxigénio dissolvido (DO) atingiu indices menores de 17% em ambos
os cultivos, podendo entdo, ter inibido o potencial do Peniophora sp. CBMAI 1063 de
sintetizar lacases. Autores como Fenice et al. (2002) reportaram uma redugao na atividade de
lacases quando o fungo filamentoso Panus tigrinus CBS 577.79 foi cultivado em baixas

aeracoes.

5.1.3. Cultivo 4: Uso do aspersor modificado

A taxa de transferéncia volumétrica de oxigénio em uma dorna de biorreator ¢ dado
pelo coeficiente “kra”, que € influenciado por diversos fatores, como a viscosidade do meio,
tamanho das bolhas de ar, tempo de permanéncia das bolhas de ar, agitacdo (no caso de
biorreatores de agitacdo mecanica) e aeracdo (GARCIA-OCHOA & GOME-Z et al., 2009).
Visando aumentar a taxa de transferéncia de oxigénio (kra) sem aumentar o consumo de
energia pela agitacdo, foi adaptado um aspersor em forma de mangueira que diminuia
consideravelmente o tamanho das bolhas de ar introduzidas no sistema.

Os dados empiricos obtidos com o aspersor modificado indicaram um aumento de
aproximadamente 46% na taxa de transferéncia de oxigénio em comparagdo ao aspersor de

fabrica, sem aumento do consumo de energia. O kra obtido em 50 rpm com borrifador de
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fabrica foi de 13,9 h'!, e 0 kra obtido com a mesma agitacio e borrifador modificado foi de
30,3 h'! (Figura 12b). Neste experimento, foi também observado que baixas agitacdes (50 a
125 rpm) ndo foram suficientes para aumentar o valor do kra. Somente a partir de 150 rpm foi

observado um aumento significativo desse coeficiente (Figura 12a).

Figura 12. (a) kra obtido da dorna de cultivo do STR 1. (b) kia obtido utilizando dois tipos diferentes
de borrifadores de ar: o borrifador de fabrica (em “L”) e o borrifador modificado (SM). A vazio de
entrada de ar foi mantida constante durante todo o processo (1,0 vvm). Vs = 0,003789 m s!
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Os dados do cultivo 4 estdo demonstrados na Figura 13 e indicam que a concentracao
de oxigénio registrado na dorna do biorreator com o aspersor modificado ficou acima de 65%
durante todo o cultivo, ou seja, aparentemente suficiente para a demanda do fungo. Porém, as
atividades de lacases obtidas no ensaio diminuiram consideravelmente em relacdo aos

anteriores, com indice maximo de apenas 125 U/L.
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Figura 13. Variaveis obtidas no cultivo 4 no biorreator STR 1 com aspersor modificado em
temperatura (28°C), agitagdo (50 rpm) e aeracdo (1,0 vvm) constantes.
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O consumo de glicose foi observado em 96 horas de cultivo, cerca de 24h depois do
consumo completo nos cultivos anteriores, que foi proximo a 72h. Os valores de pH
registrados no cultivo indicam uma acidificagdo mais demorada em relacao aos cultivos 1, 2
e 3, que indicaram indice minimo entre os pontos 48 e 72 horas. Nesse experimento (cultivo
4), os valores minimos de pH foram registrados entre 72 e 96 horas.

Durante o cultivo foi também observado uma diminui¢do do meio fermentativo,
formacao de espuma, aumento da viscosidade, além de uma deposicdo de micélios na
mangueira do aspersor, que estava situado na base inferior do biorreator. Na literatura, existem
inumeros relatos de potencializagdo da atividade de lacases ao imobilizar os micélios em
suportes inertes ou organicos (COUTO et al., 2004).

Como no estudo de Silvério et al. (2013), em que a atividade de lacase aumentou 35
vezes quando o fungo Peniophora cinerea CCIBT2541 foi cultivado com os micélios
imobilizados. Porém, a imobilizacdo natural dos micélios do Peniophora sp. CBMAI 1063
nesse experimento culminou em uma diminui¢do significativa na atividade de lacases. Nesse
experimento foi possivel quantificar a biomassa seca micelial suspensa no meio de cultivo,

com pico maximo de 2,5 g/L em 120horas de cultivo.
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5.1.4. Cultivos 5, 6 e 7: Agitacio maxima

Tendo em vista que no cultivo 4 a atividade da enzima foi bastante reduzida, muito
provavelmente pela deposi¢do de micélios no aspersor modificado, foi proposto manter o
aspersor de fabrica e aumentar a frequéncia da agitagdao do biorreator.

A agitacao do biorreator, além de interferir no kra como dito anteriormente, interfere na
morfologia do fungo, que pode exibir diversas formas. As duas morfologia mais comumente
vistas s3o a de micélios dispersos no meio, € quando ha formacgao de pellets miceliais, que sdo
agregados macroscopicos de micélios (GIBBS et al. 2000). Ressalta-se que ha outros fatores
que influenciam a morfologia fungico, que de acordo com Papagianni (2004) sdo os genes do
fungo, a natureza do indculo, e pelos parametros fisico-quimicos do meio de cultivo
(PAPAGIANNI, 2004).

O aumento da agitacdo geralmente causa diminuicdo no comprimento das hifas e um
aumento na frequéncia da ramificagdo, além dos pellets se tornarem mais compactos € com
um nucleo mais denso (GIBBS et al., 2000; FAZENDA, 2008). A agitacdo estd também
intimamente relacionada com a sintese do produto, como descrito por Papagianni et al. (1998)
em estudos com Aspergillus niger PM 1.

O autor observou uma relagdo entre a producao de acido citrico e a frequéncia da
agitacdo, além de uma clara diminui¢do no tamanho dos pellets miceliais com o aumento da
agitacdo. Em estudos anteriores de producao de lacases em biorreatores STRs foi observado
que a sintese enzimatica esta intimamente relacionada com a aeracdo da dorna e o estresse
hidrodinamico gerado pela agitacdo (SAAT et al., 2014; TINOCO-VALENCIA et al., 2014).

O Peniophora sp. CBMAI 1063 apresentou diminui¢do do tamanho dos pellets com o
aumento da agitacdo (Figura 14). A atividade maxima para lacases foi obtida sob 150 rpm de
agitacdo, com indices de 1.397 U/L. Quando submetido a 250 rpm de agitagdo houve uma
reducdo da atividade de lacases, com indices maximos de 748 U/L (Figura 15).

Em comparagdo aos dados da literatura, o Peniophora sp. CBMAI 1063 indicou maior
sensibilidade em relagao ao Panus tigrinus 577.79, que teve maior atividade quando cultivado
a 250 rpm de agitacdo (FENICE et al., 2003) e menor sensibilidade quando comparado ao
Trametes pubescens MB 89, que foi cultivado a 100 rpm (GALHAUP et al., 2002).
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Figura 14. Tamanho dos pellets fungicos em relagdo a agitagdo estipulada quando Peniophora sp.
CBMAI 1063 foi cultivado nos biorreatores STR 2. A aera¢do (1,0 vvm) foi mantida constante durante
todo o bioprocesso.
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Figura 15. Atividade relativa de lacases obtidas no cultivo 5, 6 ¢ 7, em STR de 3,0 L, com 1,2 L de
volume de trabalho. A temperatura de 28°C ¢ a vazdo de entrada de ar (1,0 vvm) foram mantidas
constantes durante todo os processos (100% corresponde a 1.397 U/L).
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5.1.5. Cultivo 8: Aerac¢ao de 0,5 vvim

A partir dos experimentos anteriores, o cultivo 8 foi conduzido sob a frequéncia de
150 rpm de agitagdo e 0,5 vvm de aeragdo, o que representa a injecao de 1,75 L de ar por
minuto na dorna. Nesse experimento, foi adicionado agua destilada estéril no decorrer do

bioprocesso para manter o volume de 3,5 L de meio de cultivo, procedimento também
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realizado por Cui et al. (2007) para o cultivo do fungo Coriolus versicolor ATCC-20545 em
biorreator.

As atividades de lacases obtidas nesse cultivo foram 2561 U/L, cerca de 755 U/L acima
do cultivo 2. A taxa de formacao do produto obtida foi de 45 U/L e produtividade de 20 U/L,
ambos também acima dos dados do cultivo 2, com taxa de formacao de 43 U/L e produtividade
de 14,5 U/L (Figura 16).

O pH inicial foi de 4,5, e apresentou os mesmos padrdes vistos nos ensaios anteriores:
acidificacao seguido de alcalinizagcdo. O consumo completo da glicose foi observado em 72
horas de cultivo, com taxa volumétrica de consumo de glicose de 0,05 g/L.h., 0 mesmo visto

nos cultivos 2 e 3. A biomassa seca micelial maxima foi de 4,3 g/L apds 108 horas de cultivo.

Figura 16. Variaveis obtidas no cultivo 8 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitagdo (150
rpm), e aeracdo (0,5 vvm) constantes.
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A agitacdo de 150 rpm e a adicdo de agua destilada estéril durante o cultivo
aparentemente reduziu a viscosidade do meio, porém, os indices de concentragdo de oxigénio
registrado na dorna atingiu valores abaixo de 10%. A baixa oxigena¢do novamente pode ter
causado uma inibicdo na sintese de lacases. A proposta seguinte foi aumentar a aeracao da

dorna.
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5.1.6. Cultivos 9 e 10: Aeracio de 1,0 vvm e tempo de cultivo do indculo 2

Os cultivos 9 e 10 foram ambos feitos sob 150 rpm de agitacdo e 1,0 vvm de aeragao,

e o tempo de incubagdo do in6culo foi de 168h e 120h, como feito nos cultivos 2 ¢ 3. A

atividade maxima de lacases obtida no cultivo 9 foi 2502 U/L, com taxa maxima de sintese

de lacases de 38 U/L.h e produtividade maxima de 25 U/L.h (Figura 17). Ja no cultivo 10,

quando inoculo incubado por 120h, a atividade maxima foi de 2724 U/L.h com taxa

volumétrica de formacao do produto de 60 U/L.h e produtividade méxima de 25,5 U/L (Figura

18).

Figura 17. Variaveis obtidas no cultivo 9 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitagdo (150
rpm), e aeragdo (1,0 vvm) constantes, com o inoculo incubado por 168h.
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Figura 18. Variaveis obtidas no cultivo 10 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitacao (150
rpm), e aeragdo (1,0 vvm) constantes, com o inoculo incubado por 120 horas.
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A concentracdo de oxigénio registrada pelo sensor aparentou ser suficiente para a
demanda do micro-organismo em ambos os cultivos e ndo atingiu indices abaixo de 25%. O
valor do coeficiente de transferéncia de oxigénio (kra) em ambos os cultivos era de 17,2 h™.
Em relacdo aos dados da literatura, o fungo Pleurotus sajor-caju PS-2001 descrito por Bettin
etal. (2011), era cultivado em taxas de 13 h™! de kra.

O completo consumo da glicose foi observado em 48 horas em ambos cultivos, mais
rapido do que visto nos cultivos 2 e 3. Pelos graficos € possivel observar que ap6s a exaustao
da glicose houve uma diminui¢do na demanda de oxigénio do micro-organismo.

A biomassa seca micelial no cultivo 10 (inoculo incubado por 120h) apresentou indices
maximos de 4,3 g/L, ja no cultivo 9 (indculo incubado por 168h) os valores maximos da
biomassa seca foram de 3 g/L. O pmax do cultivo 10 também foi superior ao do cultivo 9, com
valores de 23 h'! e 16 h-1 respectivamente.

As atividades de lacases de ambos os cultivos indicaram valores parecidos, porém, a

taxa volumétrica de formacgao do produto do cultivo 10 (60 U/L.h) foi superior ao do cultivo
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9 (38 U/L.h). Assim, foi verificado que o tempo de incubacdo do indculo pode ser de 120h, e

ndo de 168h, diminuindo o tempo total do bioprocesso.

5.1.7. Cultivo 11: pH 8,0 inicial

O meio de cultivo do Peniophora sp. CBMAI 1063 foi otimizado em escala de frascos

agitados e definido como pH inicial 8,0. Porém, como descrito anteriormente, o procedimento

de adicionar sulfato de cobre (2 mM) ap6s autoclavagem ocasionava uma mudanca de pH

para 4,5. O cultivo 11 foi realizado no intuito de estudar o comportamento do fungo e a

producdo de lacases em pH inicial 8,0. Os resultados estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19. Variaveis obtidas no cultivo 11 no biorreator STR 1 em temperatura (28°C), agitacao (150
rpm), e aeragdo (1,0 vvm) constantes. O in6culo utilizado na fermentag@o foi incubado por 120 horas
e o valor do pH inicial foi ajustado para 8,0.
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A atividade maxima de lacases foi de 675 U/L em 116 horas de cultivo, abaixo do

cultivo anterior, com taxa volumétrica maxima de formacao de produto de 17 U/L.h, € pimax

de 7,8 h''. O consumo completo da glicose foi evidenciado apenas no ponto 80h, cerca de 32h

depois dos consumos observados nos cultivos 9 e 10, os quais que tinham o pH inicial de 5,0.
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O padrao registrado pelo sensor de pH foi parecido com os cultivos anteriores, uma
acidificagdo seguido de alcalinizagdo, porém, com uma curva mais acentuada.

A concentragdo de oxigénio nesse experimento manteve-se acima do limite, porém, a
demanda de oxigénio pelo Peniophora sp. CBMAI 1063 aparentou ser menor do que nos
cultivos anteriores. Houve uma diminui¢ao na biomassa seca micelial cujo indice maximo foi
de 2,25 g/L. No cultivo 10 o indice foi de 3 g/L e no cultivo 11 de 4,3 g/L. Assim sendo, o pH
inicial para o cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 foi estipulado em 5,0.

5.2. Cultivo em biorreator Air-lift

Biorreatores air-lift apresentam uma dindmica de fluido diferente dos biorreatores
STRs. A mistura nesse tipo de biorreator ¢ feita através da injecdo de gas em um ponto Unico
na base. Ao injetar o gas, cria-se uma diferenca de pressdo que forca o fluido dos cantos
inferiores para o topo, gerando a circulagdo do fluido (MERCHUK, 1990).

O Peniophora sp. CBMAI 1063 foi cultivado no biorreator air-/ift modificado, descrito
nos materiais ¢ métodos, no Laboratorio de Biotecnologia Farmacéutica (Depto de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica — USP/FCF) em colaboracdo com o Prof. Adalberto Pessoa Jr e seu
aluno Valker Feitosa. O indculo foi cultivado por 168h, nas condi¢des descritas em materiais
e métodos.

Devido a auséncia de impelidores, biorreatores air-lifts geram menos forcas de
cisalhamento quando comparados com os biorreatores STRs, podendo ser muito Uteis para o
cultivo de organismos e células sensiveis (MCNEIL & HARVEY, 2008). As desvantagens
desse tipo de biorreator ¢ a baixa mistura em fluidos muito viscosos e a formagao de muita
espuma em altas aeracdes (ZHONG, 2011). A macro-morfologia obtida no final do cultivo
indicou uma maior heterogeneidade de pellets, em comparagdo aos pellets obtidos em
biorreatores STRs. Observou-se também que os pellets eram de tamanhos maiores, indicando
que o estresse gerado nesse tipo de biorreator ¢ menor em relagdo aos biorreatores STRs
(Figura 21).

A atividade maxima de lacases foi de 4.014 U/L (Figura 20), cerca de 1.300 U/L
superior a obtida em biorreator STR 1 (2.724 U/L). A taxa volumétrica maxima de formacao
do produto foi de 55,14 U/L.h em biorreator air-lift, menor do que a obtida no cultivo 10, que

foi de 60 U/L.h. Porém, a produtividade maxima observada no biorreator air-/ift foi superior
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a obtida no cultivo 10, com valores de 40 U/L.h e 25,5 U/L.h, respectivamente. O completo

consumo de glicose foi observado em 72 horas de cultivo.

Figura 20. Varidveis obtidas no cultivo no biorreator STR 3 — air-/ift, em temperatura (28°C) e aeragdo
(1,0 vvm) constantes. O indculo utilizado na fermentacéo foi cultivado por 168 horas.
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Com 96 horas de cultivo o pico maximo de atividade enziméatica de lacases foi
alcangado, seguido por uma rapida redugao de atividade com taxa de diminui¢ao de 66 U/L.h.
Tal fato ndo foi observado em nenhum dos experimentos em biorreatores STRs. O
experimento sugere que houve atividade de proteases, pois de acordo com a literatura a sintese
dessas enzimas ¢ comumente vista na cultivo de fungos produtores de lacases (RODGERS et

al., 2009).

Figura 21. Macro-morfologia dos pellets fungicos do Peniophora sp. CBMAI 1063 quando cultivado
em biorreator air-lift em comparagdo com os pellets formados em cultivos submersos nos biorreatores
STR 2. A aeragao (1,0 vvm) foi mantida constante durante todo o bioprocesso.

50 rpm 150 rpm 250 rpm Air-Lift
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5.3. Discussao geral dos cultivos em biorreatores

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 demonstrou-se apto para produzir lacases em
biorreatores de bancada, tanto de agitagdo mecanica quanto pneumatica. Na Tabela 2 estao
apresentados os valores obtidos para atividade méxima de laccases, taxa volumétrica maxima
de formagdo do produto, taxa méxima de consumo de substrato (glicose), imax € produtividade
maxima, bem como os valores dos parametros de cultivo estabelecidos para os ensaios

(cultivos) em biorreatores SRTs e air-lift de 5,0 L.

Tabela 2. Variaveis obtidas para os cultivos realizados em biorreatores de bancada visando producao
de lacases e defini¢do de parametros de cultivo do fungo Peniophora sp. CBMAI 1063.

Taxa de
Tempo Injecdo Ativ. Max Taxa de consumo
Tipode Num. Agit. Aer. deincub. pH Je¢ : form. Mmax  Produt.
. . .. . de de Lac. Hora de 1
biorreator cultivo (rpm) (vvm) inéculo inicial Produto (') (U/L.h)
(h) H:0 (U/L) (U/L.h) substrato
: (g/L.h)
STR 1 50  Set65% 120 5 N 1758 168 11,5 0,05 ND 12
STR 2 50 1 120 5 N 1806 168 43 0,05 ND s
STR 3 50 1 168 5 N 1586 144 25 0,05 ND -y
STR-AM 4 50 1 168 45 N 125 120 0 0,05 ND 0
STR 8 150 0,5 168 4,5 S 2561 120 45 0,05 ND 20
STR 9 150 1 168 4,5 S 2502 108 38 0,07 16,2 25
STR 10 150 1 120 4,5 S 2724 120 60 0,06 232 25,5
STR 11 150 1 120 8 S 675 116 17 0,07 7.8 52
Air-Lift 12 - 1 168 4,5 S 4014 96 55 0,04 ND 40

N =nado; S = sim; (-) = ausente; ND = ndo determinado

Em todos os cultivos foi observado um aparente aumento da viscosidade. De acordo
com Couto & Toca-Herrera (2007), esta viscosidade ¢ comumente vista na producdo de
lacases por fungos filamentosos. A diminui¢dao do meio de cultivo pela evaporagdo causou
efeitos negativos na producdo de lacases, além de aparentemente ter ajudado no aumento da
viscosidade do fluido. A adi¢do de 4agua destilada estéril, como feito por Cui et al. (2009),
resultou em um aumento da atividade de lacases e uma aparente diminui¢do na viscosidade
do meio (cultivos 8, 9, 10, 11 ¢ 12.).

As maiores atividades de lacases foram observadas quando o valor inicial do pH do
meio de cultivo era de 4,5. Houve uma clara diminuicao na atividade enzimatica quando o
fungo Peniophora sp CBMAI 1063 foi submetido ao meio de cultivo com valor de pH inicial

de 8,0. O tempo de incubagdo do indculo de 120 horas aparentou ser suficiente para manter,
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ou mesmo superar, 0 mesmo padrdo de produgdo enzimatica em comparagdo ao indculo
cultivado por 168 horas.

Tanto a producao de lacases quanto a morfologia micelial foram influenciadas pela
agitacdo e aeracdo em biorreator STR, cuja agitacao e aeracao ideal foram de 150 rpm e 1,0
vvm (kra de 17,2 h''). Biorreatores do tipo air-/ift aparentemente causaram menores danos aos
micélios fingicos, e a atividade maxima de lacases nesse biorreator foi maior atividade do que

a vista nos biorreatores STR.

5.4. Experimentos adicionais (em frascos sob agitacio)

5.4.1. Efeitos do sulfato de cobre e da salinidade

Fungos sdo geralmente muito sensiveis a concentragao de metais, como sulfato de cobre
(CuSOg4). Estudos demonstraram uma relagdo entre a concentragdo de ions cupricos, a
producdo de acido citrico, e a morfologia fungica do Aspergillus niger GCB-47 (HAQ et al.,
2002). Galhaup et al. (2002) ndo utilizaram sulfato de cobre no cultivo do inoéculo e
adicionaram o composto em 4 dias de cultivo em biorreator, ap6s a fase estacionaria do fungo
T. pubescens MB 89. O mesmo procedimento foi realizado por Hess et al. (2002), porém, a
adicao do sulfato de cobre foi em 10 dias de cultivo em biorreator.

Para avaliar os efeitos da presenca de cobre e da salinidade sob o Peniophora sp.
CBMAI 1063, e assim estipular estratégias para aumentar a producao de lacases, foi proposto
o estudo abaixo. O experimento foi feito em frascos agitados (triplicatas) contendo o mesmo
meio de cultivo otimizado e o fungo Peniophora, porém, com auséncia ou presenc¢a de agua
do mar artificial (ASW) e sulfato de cobre na concentracdo de 2mM.

Os resultados, demonstrados na Figura 22, indicaram que os maiores indices para
atividade de lacases e peso seco micelial foram obtidos nos frascos que continham ASW e
sulfato de cobre. A biomassa seca foi menor nos outros experimentos ¢ a atividade de lacases

ndo foi detectada.
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Figura 22. Atividade de lacase (U L) e biomassa seca (g L) registada no cultivo do Peniophora sp.
CBMALI 1063 por 7 dias a 28°C (140 rpm). (a) Em relacdo a presenga ou auséncia de ASW e CuSO..
(b) Coloragdo do meio ao término do cultivo.
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Outros experimentos testaram o efeito do sulfato de cobre em placas de Petri com o
fungo crescido. As placas continham extrato de malte 2% (w/v), agar-agar 1,5% (w/v), Sulfato
de Cobre 2mM, e guaiacol (indicador para fenol-oxidases). Os resultados (Figura 23)
indicaram uma diminui¢do no crescimento fungico na presenga de CuSO4, bem como a
formagdo do composto de coloragdo marrom (tetraguaiacoquinona) indicador da presenca de
fenol-oxidases em meio contendo guaiacol. No ensaio onde CuSOs, estava ausente houve um
maior crescimento fungico e ndo houve formacdo da coloragdo marrom sob e ao redor do
micélio fungico. Os resultados sugerem que o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 esta
adaptado a salinidade, e a producdo de lacases esta relacionada com a concentragdo salina e

de sulfato de cobre.
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Figura 23. Placas contendo o fungo crescido utilizando extrato de malte 2% (w/v) e agar-agar 1,5%
(w/v) (a) Placa com o fungo controle (sem adi¢do de cobre ou guaiacol). (b) Placa acrescida de
guaiacol (indicador fenol-oxidases) (c) Placa acrescida de guaiacol e CuSO4 (2mM).

5.4.2. Estudos da composiciao da agua do mar artificial

O meio de producdo de lacases em escala de frascos agitados continha 65% (v/v) de
agua do mar ariticial (ASW). A dgua do mar artificial contém 9 sais presentes nas respectivas
concentragdes: 10,83 g L' MgCl,, 1,51 g L'! CaCl,, 0,02 g L! SrCl,, 23,93 g L! NaCl, 4,01
g L NayS04, 0,68 g L' KCI, 0,20 g L' NaHCOs, 0,10 g L' KBre 0,03 g L"! H;BOs. Com o
intuito de diminuir o total de reagentes utilizados no bioprocesso, bem como a diminui¢ao nos
custos de produgdo, foi preparado um experimento utilizando 5 dos 9 sais encontrados na
ASW, escolhidos por estarem em maior concentracao: MgClo, NaCl, KCI, CaCl> e Na;SOs.
(ASWSTAR).

Os resultados indicaram que nao houve alteragdo significativa na produgdo de lacase
e na biomassa seca quando utilizado ASW ou ASW5TAR (Figura 24). Dessa forma, foi visto
que para producdo de lacases em frascos agitados, ndo € necessario a presenca de todos os
compostos presentes na ASW, podendo ter apenas cinco principais nas devidas concentragdes
descritas na otimizacao. Entretanto, o uso da ASW modificada para producdo de lacases em

biorreatores deve ser futuramente avaliada.
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Figura 24. (a) Atividade relativa de lacases (U L-1) e biomassa seca (g L-1) do fungo Peniophora sp.
CBMALI 1063 quando utilizado ASW padréo (vermelho) e ASW5tar (azul). (b) O experimento foi feito
em triplicata.
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6. Conclusoes

O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063, quando cultivado em biorreator de bancada,
apresentou atividades de lacases superiores as obtidas em frascos sob agitagdo. O tipo de
biorreator que induziu a maior atividade foi o air-lift, porém, houve maior reduciao de
atividade apds atingir o ponto maximo, fato ndo observado nos experimentos em biorreatores
STRs. O fungo Peniophora sp. CBMAI 1063 indicou melhores atividades para lacases, bem
como maiores indices de biomassa seca, na presenga de salinidade (ASW 65% v/v) e sulfato
de cobre (2mM), indicando que o isolado estudado é adaptado ao ambiente marinho.

Tendo em vista a ampla aplicacdo das lacases no setor industrial e ambiental e os
resultados obtidos no presente projeto referentes a producdo destas enzimas em biorreatores
de bancada, o fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063 (bem como suas

lacases) pode ser considerado um recurso genético promissor para aplicagao biotecnologicas.
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