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RESUMO 

 

Com a necessidade de reduzir a emissão global de gases responsáveis pelo efeito estufa, é esperado 

que o desenvolvimento de novas metodologias para a produção de energia e de substâncias químicas 

produzidas a partir de fontes renováveis, como a biomassa, se torne cada vez maior. Sendo a lignina 

um material recalcitrante, e procurando alternativas sustentáveis e que diminuam o impacto ao meio 

ambiente, este projeto teve por objetivo cultivar dois isolados de fungos filamentosos: Phlebia sp. 

e Pycnoporus sanguineus em fermentação submersa e semissólida, em licor proveniente da hidrólise 

alcalina do bagaço de cana-de-açúcar e farelo de trigo, respectivamente, a fim de obter extratos 

enzimáticos ricos em lacases, para então avaliarmos a sua capacidade de degradar a lignina, além 

de selecionar e purificar a lacase proveniente da espécie com sua maior produção, caracterizando-a 

quanto aos seus parâmetros cinéticos e de termoestabilidade para posteriormente testar sua 

eficiência na degradação dos corantes azul de bromofenol, Brilliant Blue G e R-250, verde malaquita 

e vermelho congo. Os resultados obtidos demonstram que ambas as espécies foram capazes de 

crescer nas duas condições de fermentação, onde P. sanguineus se destacou pela maior produção de 

lacases e degradação da lignina. Ambas as isoformas purificadas (LacI e LacII) apresentaram 

valores de pH ótimo de 4,0 para os substratos ABTS e Guaiacol, com temperaturas ótimas similares 

de 50ºC. LacI manteve 50% de sua atividade relativa após 60 minutos incubada a 60°C, sendo a 

atividade relativa da LacII de 29,6% em mesmas condições. A solução contendo as duas isoformas 

apresentou idênticas condições de pH ótimo com temperatura ótima de 40ºC, mantendo sua 

atividade relativa de 19% após incubação em 60ºC por 60 minutos, esta também demonstrou valores 

similares de Km para os substratos ABTS e Guaiacol (0,55 e 0,60 Mm, respectivamente). LacI 

apresentou para ABTS valores de Km 0,94 e LacII 0,17 mM. Diferentemente do esperado, em ambas 

isoformas concentrações acima de 10 mM de guaiacol apresentaram um efeito inibitório nas 

mesmas. As lacases aqui estudadas apresentaram somente um pico de absorção próximo de 280nm, 

diferenciando-se das lacases azuis. LacI se demonstrou a mais eficaz entre as isoformas para a 

degradação dos corantes sintéticos, em especial Azul de Bromofenol, verde malaquita e vermelho 

congo. 

 

Palavras-chave: Lignina. Lacases. Corantes. Pycnoporus sanguineus. Phlebia sp. 
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ABSTRACT 

 

With the need to reduce global emissions of greenhouse gases, it is expected that the 

development of new methodologies for energy production and the production of chemicals from 

renewable sources, such as biomass, will become increasingly important. Since lignin is a 

recalcitrant material, and in search of sustainable alternatives that reduce environmental impact, 

this project aimed to cultivate two isolates of filamentous fungi, Phlebia sp. and Pycnoporus 

sanguineus, in submerged and semi-solid fermentation, using liquor derived from the alkaline 

hydrolysis of sugarcane bagasse and wheat bran, respectively, in order to obtain enzyme-rich 

laccase extracts. Subsequently, we evaluated their ability to degrade lignin, selected and 

purified the laccase from the species with the highest production, characterizing it in terms of 

its kinetic and thermostability parameters, and then tested its efficiency in degrading the dyes 

bromophenol blue, Brilliant Blue G and R-250, malachite green, and congo red. The results 

obtained demonstrate that both species were able to grow under both fermentation conditions, 

with P. sanguineus standing out for its higher production of laccases and lignin degradation. 

Both purified isoforms (LacI and LacII) showed optimal pH values of 4.0 for the substrates 

ABTS and Guaiacol, with similar optimal temperatures of 50°C. LacI maintained 50% of its 

relative activity after 60 minutes of incubation at 60°C, while the relative activity of LacII was 

29.6% under the same conditions. The solution containing both isoforms had identical optimal 

pH conditions with an optimal temperature of 40°C, maintaining its relative activity at 19% 

after incubation at 60°C for 60 minutes. It also showed similar Km values for the substrates 

ABTS and Guaiacol (0.55 and 0.60 mM, respectively). LacI had Km values of 0.94 for ABTS, 

and LacII had Km values of 0.17 mM. Contrary to expectations, both isoforms showed 

inhibitory effects at concentrations above 10 mM of guaiacol. The laccases studied here 

exhibited only one absorption peak near 280nm, distinguishing them from blue laccases. LacI 

proved to be the most effective among the isoforms for degrading synthetic dyes, especially 

bromophenol blue, malachite green, and congo red. 

 

Keywords: Lignin. Laccase. Synthetic Dyes. Pycnoporus sanguineus. Phlebia sp. 
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1.INTRODUÇÃO

É estimado que em 80% da base do crescimento econômico moderno a energia seja 

proveniente de combustíveis fósseis, como carvão, petróleo e gás natural. A extração, 

processamento, transporte e seu uso final possuem diversos impactos negativos no meio 

ambiente, tais como derramamentos e a poluição atmosférica, contribuindo com a liberação de 

gases responsáveis pelo efeito estufa (BARBIR; VEZIROǦLU; PLASS, 1990; ARMAROLI; 

BALZANI, 2011). Estas atividades também impactam negativamente a economia mundial, 

onde temos registrado que a poluição atmosférica causada pela queima de combustíveis não 

renováveis é responsável pela perda de 8 bilhões de dólares por dia e 2.9 trilhões de dólares por 

ano, representando 3,3% do PIB global (FARROW; MILLER; MYLLYVIRTA, 2020). 

Devido à diminuição do interesse por recursos fósseis não renováveis como matéria 

prima para a síntese de produtos de alto valor agregado e a necessidade de reduzir a emissão 

global de gases responsáveis pelo efeito estufa, é esperado que a produção de energia e de 

substâncias químicas geradas a partir de fontes renováveis, como a biomassa, dentro do 

conceito de biorrefinarias, aumente em um futuro próximo (ZAKZESKI, 2010; BUGG; 

RAHMANPOUR, 2015; DEVI et. al., 2022). 

Em virtude da sua abundância e renovabilidade, a biomassa lignocelulósica pode ser 

utilizada de forma eficiente para o desenvolvimento sustentável, sendo considerada uma fonte 

alternativa para a produção de artigos de alto valor comercial. Contudo, a sua característica 

recalcitrante, proveniente da lignina, dificulta a utilização da biomassa como matéria-prima 

para a síntese de compostos químicos e biocombustíveis (KAMIMURA et al., 2019; ABDEL-

HAMID; SOLBIATI; CANN, 2013). 

Segundo dados publicados pela Companhia Nacional de Abastecimento, estima-se que 

na safra de 2021/2022 sejam colhidas 568,4 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, sendo a 

região sudeste, principal produtora de cana-de-açúcar no país, responsável pela colheita de 63% 
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do total (CONAB, 2021). Com tamanha produção, o bagaço de cana-de-açúcar é um dos 

principais subprodutos lignocelulósicos produzidos em nosso país (MOREIRA, 2013), sendo 

este material uma ótima matéria-prima pelo fato de um terço da energia da cana-de-açúcar estar 

contida no seu bagaço (GOLDEMBERG, 2011). 

Com isso, se fazem necessários estudos que utilizem estes resíduos agroindustriais de 

modo que estes sejam aproveitados da forma mais eficiente possível. As aplicações práticas de 

microrganismos produtores de enzimas capazes de degradar não somente a biomassa 

lignocelulósica, mas também remediar substâncias tóxicas ou indesejáveis no ambiente se torna 

imprescindível para o avanço biotecnológico. Dentre estas substâncias temos os corantes, que 

são amplamente utilizados nas mais diversas industrias, com aproximadamente mais de 10.000 

tipos de corantes e pigmentos sendo fabricados mundialmente, com mais de 7x105 toneladas 

sendo produzidas anualmente (BANAT et al., 1996; MEYER, 1981; IRACHETA-

CÁRDENAS et al., 2016; ZOLLINGER, 1987).  

Sendo a cor ser o primeiro contaminante a ser identificado em águas residuais, afetando 

não somente o aspecto estético, mas também a transparência e solubilidade de gases nos corpos 

de água, a remoção destes tende a ser priorizada em detrimento das substâncias orgânicas 

solúveis e incolores, sendo muitos destes corantes contaminantes conhecidos por serem 

sintetizados a partir de carcinogênicos, como a benzidina e outros compostos aromáticos 

(BANAT et al., 1996; DONG et al., 2003; AYED et al., 2011).  O tratamento destas águas 

residuais contaminadas com corantes são convencionalmente processos físico-químicos, 

contudo, já são descritos por estes processos problemas de efluentes secundários (SLOKAR, 

MARECHAL, 1998; DONG et al., 2003).  

Desta forma, o uso de microrganismos e seus derivados para degradar contaminantes e 

poluentes dentro do conceito de biorremediação, garante uma degradação mais eficiente e 

específica destes poluentes a partir da grande diversidade genética deste grupo, resultando em 
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uma alternativa promissora para complementar ou até mesmo substituir os processos até então 

descritos para a remoção de corantes (DONG et al., 2003). 

Com isso, este estudo tem como objetivo principal o cultivo das espécies Pycnoporus. 

sanguineus e Phlebia sp. em diferentes meios de fermentação para a obtenção de extratos ricos 

em lacase, para assim selecionar a espécie com maior atividade e dar sequência à sua 

purificação, caracterização e aplicação na descoloração de corantes sintéticos. Tendo em vista 

que a purificação e o estudo das características bioquímicas destas proteínas servem como um 

meio de avaliar se estas são aptas a serem utilizadas em processos biotecnológicos, visto que 

estes processos necessitam de enzimas resistentes a fatores como pH e temperatura. 

Características essas que já foram descritas nas últimas décadas por lacases produzidas pelo 

gênero Pycnoporus, que além de produzirem lacases com um alto potencial redox, também 

apresentam um nível de estabilidade térmica e de pH (UZAN et al., 2010; WANG et al., 2010; 

TROVASLET et al., 2007; RAMÍREZ-CAVAZOS, 2014). Portanto podemos ressaltar a 

importância de caracterizar estas enzimas, visto que diferentes espécies dentro de um mesmo 

gênero podem produzir enzimas com diferentes características, que podem torná-las mais ou 

menos apropriadas para diferentes processos industriais.  
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6.CONCLUSÕES

A partir dos resultados alcançados, podemos concluir que o bagaço de cana-de-açúcar 

pode representar uma alternativa sustentável para o crescimento e produção enzimática dos 

fungos filamentosos aqui estudados. O licor extraído através da hidrólise alcalina deste resíduo 

agroindustrial se mostra um substrato promissor, mesmo sendo muito complexo e de difícil 

degradação. O emprego destes resíduos agroindustriais é uma alternativa para o 

desenvolvimento sustentável de bioprodutos e reaproveitamento desta biomassa lignocelulósica 

que por muitas vezes é queimada para a produção de energia. 

O farelo de trigo também apresentou grande potencial a produção de lacases a partir do 

crescimento das espécies aqui estudadas, principalmente para P. sanguineus. Embora Phlebia 

sp. também tenha demonstrado crescimento miceliar ao final da fermentação, este apresentou 

pouca atividade para lacases, indicando que outras enzimas possam estar sendo produzidas pelo 

seu arcabouço enzimático, como manganês peroxidase e/ou lignina peroxidase. 

A purificação das lacases de P. sanguineus se mostrou eficaz em especial para LacI, que 

apresentou maior nível de rendimento entre as isoformas. Contudo, a purificação sem a 

separação das isoformas também se mostrou uma alternativa mais rápida e menos trabalhosa se 

obter uma lacase funcional e com características interessantes do ponto de vista biotecnológico. 

Da mesma forma, a aplicação das isoformas na degradação de corantes sintéticos 

também se mostrou eficiente para este fim, em especial a sua descoloração dos corantes Azul 

de Bromofenol e Verde malaquita, com valores consideráveis para Vermelho congo, sendo a 

LacI a mais eficaz para este procedimento. 

Por fim, podemos inferir que, das duas espécies estudadas, P. sanguineus se mostrou 

um grande produtor de lacases com potencial para aplicações em processos biotecnológicos.   
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