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RESUMO

Com a necessidade de reduzir a emisséo global de gases responsaveis pelo efeito estufa, é esperado
que o desenvolvimento de novas metodologias para a producdo de energia e de substancias quimicas
produzidas a partir de fontes renovaveis, como a biomassa, se torne cada vez maior. Sendo a lignina
um material recalcitrante, e procurando alternativas sustentaveis 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 fermentacdo submersa e semissélida, em licor proveniente da hidrdlise
alcalina do bagaco de cana-de-acUcar e farelo de trigo, respectivamente, a fim de obter extratos
enzimaticos ricos em lacases, para entdo avaliarmos a sua capacidade de degradar a lignina, além
de selecionar e purificar a lacase proveniente da espécie com sua maior producdo, caracterizando-a
guanto aos seus parametros cinéticos e de termoestabilidade para posteriormente testar sua
eficiéncia na degradacéo 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 condicdes de fermentagdo, onde P. sanguineus se destacou pela maior producao de
lacases e degradacgdo da lignina. Ambas as isoformas purificadas (Lacl e Lacll) apresentaram
valores de pH 6timo de 4,0 para os substratos ABTS e Guaiacol, com temperaturas 6timas similares
de 50°C. Lacl manteve 50% de sua atividade relativa ap6s 60 minutos incubada a 60°C, sendo a
atividade relativa da Lacll de 29,6% em mesmas condicdes. A solugdo contendo as duas isoformas
apresentou idénticas condi¢cBes de pH Otimo com temperatura 6tima de 40°C, mantendo sua
atividade relativa de 19% apds incubacdo em 60°C por 60 minutos, esta também demonstrou valores
similares de Km para os substratos ABTS e Guaiacol (0,55 e 0,60 Mm, respectivamente). Lacl
apresentou para ABTS valores de Kn 0,94 e Lacll 0,17 mM. Diferentemente do esperado, em ambas
isoformas concentracdes acima de 10 mM de guaiacol apresentaram um efeito inibitério nas
mesmas. As lacases aqui estudadas apresentaram somente um pico de absor¢do préximo de 280nm,
diferenciando-se das lacases azuis. Lacl se demonstrou a mais eficaz entre as isoformas para a
degradacdo dos corantes sintéticos, em especial Azul de Bromofenol, verde malaquita e vermelho

congo.

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



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 (Lacl and Lacll) showed optimal pH values of 4.0 for the substrates
ABTS and Guaiacol, with similar optimal temperatures of 50°C. Lacl maintained 50% of its
relative activity after 60 minutes of incubation at 60°C, while the relative activity of Lacll 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). Lacl had Km values of 0.94 for ABTS,
and Lacll 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. Lacl
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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura da parede celular Vegetal. ...........ccooeeiiiiiiiiiiiseeee e 18
Figura 2. Fragmento de lignina indicando suas ligagdes B-O-4 € 5-5. ..o 19
Figura 3.Mecanismo redox da lacase (SH: substrato reduzido; S: substrato oxidado) ........... 23
Figura 4. Mecanismo 1acase-Mediador. .........c.ccvcieiieieiieceese e 24
Figura 5. Aspecto das culturas apés 21 dias de indculo (a esquerda Phlebia sp.; a direita P.
R LT [0 LT ) OSSR 33

Figura 6. Formacdo do pellet com intensa pigmentacdo do sobrenadante. (& esquerda pellet
formado logo apds o armazenamento do extrato bruto extraido da fermentacéo; a direita pellet
formado ap6s processo de Salting-out, com seu sobrenadante mantendo coloragdo intensa). 34

Figura 7.Atividade enzimética de P. sanguineus ao longo dos 20 dias de fermentacao. ........ 43
Figura 8. Atividade enzimatica de Phlebia sp. ao longo dos 20 dias de fermentacao.............. 44
Figura 9. pH 6timo da lacase produzida por P. SANQUINEUS...........cceevveivereeresieseesieeeesreenneas 45
Figura 10.Atividade enzimatica em funcéo aos dias e valores de pH. .........cccccccvvveviiiieinennnne 46
Figura 11.pH 6timo da lacase produzida por Phlebia sp. .......cccccviieiiiiciiciecc e 47
Figura 12.Espectros de absor¢do na faixa de 200 — 400 nm do Controle abidtico.................. 49
Figura 13.Espectros de absorcéo na faixa de 200 — 400 nm de P. sanguineus.............c.cc.co.... 49
Figura 14.Espectros de absorcéo na faixa de 200 — 400 nm de Phlebia sp. .......c.ccccvvvvinnnnnns 50
Figura 15.Absorbancia a 540 nm ao longo dos dias para as duas espécies fungicas. ............. 52

Figura 16.Perfil cromatografico da filtracdo em gel. A linha azul representa o perfil de
proteinas medido em 280 nm, a linha vermelha a condutividade, e a preta a atividade de lacase.
No eixo x superior sdo representadas as fracGes coletadas. ..........ccccovveveiieiiiiic v v 53
Figura 17.Primeiro perfil cromatogréfico obtido pela cromatografia de Troca i6nica. A linha
azul representa o perfil de proteinas medido em 280 nm, a linha vermelha a atividade de lacase,
a verde o gradiente entre os tampdes inicial e final e a marrom a condutividade. No eixo x séo
representadas as fragieS COIETAUAS. .........cuiiiiirieie i 54
Figura 18. Zimograma corado com ABTS. I) Extrato Bruto com apenas uma banda; 1) Fracéo
coletada da cromatografia de troca idnica; 111) Extrato bruto de P. sanguineus com duas bandas
YO L2 =] 0] (= PSPPI 55
Figura 19.Perfil de atividade de lacase I) Filtracdo em gel; 1) Troca ibnica. ............ccccvvnee 56
Figura 20.Perfil cromatografico Troca I6nica com concentracdo inicial de 30%. A linha azul
escura representa o perfil de proteinas medido em 280 nm, a linha azul clara a atividade
enzimatica, a marrom a condutividade e a cinza clara o gradiente. No eixo x sao representadas

S Trag0ES COIBTAUAS. ......eveeeitiiieiii ettt bbb 57
Figura 21.Zimograma corado com ABTS/Guaiacol. I) 20° Fracao eluida; 1) 23° Fracéo eluida;
[11) 33°%; 1V) 36; V) 40° Frag0es elUidas. ..........coereiiiiiiiiiieiesese e 58

Figura 22. Eletreforese SDS-PAGE (1: Marcador; 2:Extrato bruto; 3: Fragédo da gel filtragéo;
4: Albumina sérica bovina — 66Kda; M: solucdo com ambas isoformas; L1: Lacl; L2: Lac2).

.................................................................................................................................................. 58
Figura 23.pH 6timo em diferentes substratos ABTS (a esquerda) e Guaiacol (a direita) para a
soluc@o contendo as duas ISOTOMMAS. .......c..oriiriiriiiiiire e 61

Figura 24. pH 6timo em diferentes substratos ABTS (a esquerda) e Guaiacol (a direita) para
o SRR SOTPRR 62


file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924920
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924920
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924928
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924930
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924931
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924931
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924931
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924933
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924933
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924933
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924935
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924935
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924935
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924935
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924937
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924937
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924937

Figura 25. pH 6timo em diferentes substratos ABTS (a esquerda) e Guaiacol (a direita) para

0 Uo] | TP P TR PUPPPRPRUPRPRPPION 62
Figura 26. Temperatura 0tima da LaCl. .........ccooiiiiiiiiiiiie e 64
Figura 27. Temperatura 6tima da LacCll..........cccooiiiiiiiiiii e 65
Figura 28.Temperatura 6tima solugdo com isoformas diluidas...........ccccceeeieniiiiicinincnns 65
Figura 29. Estabilidade térmica solugédo contendo as duas isoformas diluidas. ...................... 67
Figura 30. Estabilidade térmica da LacCl............ccoceiviiiiiiiiece e 68
Figura 31. Estabilidade térmica da Lacll. ...........cccoooveiiiiiiieiice e 69
Figura 32. I. Cinética da solu¢cdo com ambas as isoformas diluidas (a esquerda: ABTS; a direita:
Guaiacol). Il. Cinética das isoformas em ABTS (a esquerda: Lacl; a direita: Lacll). ............. 71
Figura 33. Inibicdo da atividade enzimatica de Lacl por guaiacol............ccccoceveviiiennienenns 72
Figura 34.Inibig&o da atividade enzimética de Lacll por guaiacol. ..........ccccoceveviiiinnnnnnns 73
Figura 35. Absorbancia das lacases estudadas (I. Solucéo contendo ambas isoformas; Il. LAcl;
1 1 o] [ SR 75

Figura 36. Degradacdo de corantes sintéticos pelo extrato bruto de P. sanguineus apds 24 horas
em pH 4,0 e temperatura ambiente. (BB: Azul de Bromofenol; VM: Verde Malaquita; VC:
Vermelho Congo; BG: Brilliant BIUE G).........ccvviviiiiiieiic e 78
Figura 37. Degradacdo de corantes sintéticos por Lacl e Il em pH 4 (BB: Azul de Bromofenol;
VM: Verde Malaquita; VC: Vermelho Congo; BG: Brilliant Blue G; BR: Brilliant Blue R-250)
APOS 24 8 A NOTAS. ...ttt bttt b st b e bbbt b bt n e b e 79
Figura 38.Degradacéo de corantes sintéticos por Lacl e Il em pH 3 (BB: Azul de Bromofenol;
VM: Verde Malaquita; BG: Brilliant Blue G; BR: Brilliant Blue R-250) apds 24 e 48 horas. 80
Figura 39.Degradacdo de corantes sintéticos por Lacl e Il em pH 5,5 (BB: Azul de Bromofenol,
VM: Verde Malaquita; VC: Vermelho Congo; BG: Brilliant Blue G; BR: Brilliant Blue R-250)

APOS 24 € A8 NOTAS. ....eveevieie ettt ettt et s b et e et e e e et e et et e e re e e nreenreenne e 81
Figura 40. Varredura licor pH 4 (1. 30 minutos; Il. 60 minutos; I11. 24 horas). ..........c........... 82
Figura 41.Varredura licor pH 5,5 (1. 30 minutos; 1. 60 minutos; I11. 24 horas). .................... 83

Figura 42.Varredura licor pH 7 (1. 30 minutos; 1. 60 minutos; 1. 24 horas). ..........cc.cceeveeee. 84


file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924941
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924942
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924943
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924944
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924947
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924947
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924950
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924950
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924955
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924956
file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924957

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1. CompoSiGA0 A0 Gel NALIVO.......c.eeiiiiiiiiieiieeeee e 40
Tabela 2.Medidas do pH do meio de cultura ao longo da fermentag&o. ...........ccccccoeervrennne 48
Tabela 3. Tabela de PUIMTICAGAD. .........ccviieieieie e 60

Quadro 1. Espécies isoladas pela Dra. Solange X. dos Santos, capazes de produzir Lacase. 29
Quadro 2.Compostos utilizados na preparacao do meio de cultura. ...........ccecvevvrievverieennnnn, 31


file:///C:/Users/Izabela/Downloads/Dissertação%20mestrado%20Izabela%20180923.docx%23_Toc145924962

SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt sttt ettt n st 15
2.REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 17
225 I T | 1 = OSSR 17
2.2. Degradacao da lIgNINa ........cccoeiieii it 20
2.3. Descoloracao de Corantes SINTELICOS .......cviveiiiiiie ettt 24
2.4. FUNQOS [IgNOCEIUIOITICOS ..ottt st 26
BLOBUIETIVOS ...ttt et h ettt et e nan e bt aeane e 28
AMETODOLOGIA . ...ttt ettt et esseesbe e st e sbeeteaneenneenreenee e 29
4.1. 1501amento dOS MICIOrGANISITIOS. ......ciuiitirireeeiieieetieie sttt see e sr e et sb e b n e e e ene s 29
4.2. Pré-tratamento do bagago de cana-de-aGUCAr ............cooeirririeinieiniee e 30
4.2.1. Padronizagdo do bagaco de cana-de-aGUCAr ..........ccoovveririerieiniei et 30
4.2.2. HIArOHISE @ICAINA. .......eoviiiiiiiiiieie ettt 30
4.3. Cultivo e iNGculo dOS MICrOrGANISIMOS......c.ciuiiiiiiiieiesieieie et 31
4.4. Avaliacdo da degradagao da lIgNING .........cccooeieiiiiiicie e 32
4.5. Determinacdo de agucares redutores no meio de fermentacao ...........ccccovceveveriereieiinnnnnns 32
4.6. Fermentacao SEMI-SONITA .......cveviiieiieie et eneas 32
4.7. PUFITICAGA0 TAS JACASES ... evvereeieeieeiiete ittt sttt st ne et e e eneenennens 33
4.8. ENSAI0S BNZIMALICOS ... .uivetiieiitetisiee ettt ettt b et s bbbt ettt e et e et et e 35
4.9. Ensaios enzimaticos em tUDOS de BNSAI0............ceriieriiiiiriiieiee e 36
4.10. Ensaios enzimaticos €M MICFOPIACAS ......cccveviueirieiirieieie ettt 37
4.11. DeterminaGao d0 PH OLIMO.......ccoiiiiiiiiiiiieeee bbb 37
4.12. Determinacao da temperatura OtIMA ..........cccoerveeririnieenieeee e 37
4.13. PAFAMELI0S CINETICOS ....o.viviieiitetiieeiiet ettt bbbttt 37
4.14. EStabilidade TEIIMICA .......cooviiieiiiiiic bbbt 38
4.15. ANALISES BIETIOTOTELICAS .....c.vcvieciieciet b 39
4150, SDS-PAGE ...ttt bt bbbt b e nre e 39

A.15.2. ZIMOGIAIMIA ...ttt sttt bbbt bbb e b e sb e b et e b e e e st e bt e bt e b e s bt b e st et e b et eneenenbeas 39



14

4.16. Quantificacio de Proteinas tOLAIS. .........ccerireiririie i 40
4.17. ESpectrofotometria das [ACASES .........ccovrviiiiieieiiiie e 40
4.18. Andlise da degradacao de corantes SINTELICOS ..........ccervrvirirerieirieiriee e 41
4.19. DegradaGao dO HICOK ..........coviiiiiiiiiise e ene s 42
4.20. Andlise dos dados COIELATOS. ..........couiriiriiiiteiiite e 42
5. RESULTADOS E DISCUSSOES.........oooieieeieeirsieeiersteessesisss st sesnessenes s, 43
| Fermentacdo submersa em estado liquido em lICOr........ccoviiiieiiiiic i 43
5.1. Perfil enzimético da fermentacao submersa em estado liquido..........c.cccoevveiiiecciciiinene, 43
5.2. pH otimo das Lacases produzidas em fermentacdo submersa em estado liquido.............. 44
5.3. Avaliacéo da degradagao da [ignina ..........cccceriieiiiiiiiiie e 48
5.4. Determinacao dos acucares redutores d0 MEI0.........ccuivcererireierieeee e 51

| Purificacdo e caracterizagdo enzimética de isoformas obtidas por fermentacdo semi-solida de

Pcynoporus sanguineus e sua aplicacdo na degradagao de COrantes. ........coovvververeevereseereseereenens 53
5.5, PUFITICAGED ...ttt bbbt b bbbt b e bt 53
5.6. Determinagd0o do PH OLIMO........ooiiiiiii e 61
5.7. Temperatura 6tima e termoestabilidade...........ccccoevveii i 63
5.8. PAr&mMEtroS CINELICOS .......cviveiiiiiitiieeiiieie ettt 70
5.9. Propriedades espectrofotomeétricas das laCases.........ccccvvvveiiiiiieiece e 73
5.10. Analise da degradacao de cOrantes SINTELICOS .........ccvivrerererierieieeeeseee e 77
oI D T=To T =T = Tox=To o (o JN [Tt | PSSR 82
B.CONCLUSOES.......cvoiimiiaiieieisssise sttt 85

REFERENCIAS. ..ot e e e et e e et e e s et e e et e e es et e e s et e e et e e es et ee e s e e er e e esetesere e s 86



15

1.INTRODUCAO

E estimado que em 80% da base do crescimento econdmico moderno a energia seja
proveniente de combustiveis fdsseis, como carvao, petroleo e gas natural. A extracgdo,
processamento, transporte e seu uso final possuem diversos impactos negativos no meio
ambiente, tais como derramamentos e a poluicdo atmosférica, contribuindo com a liberagéo de
gases responsaveis pelo efeito estufa (BARBIR; VEZIROGLU; PLASS, 1990; ARMAROLI,
BALZANI, 2011). Estas atividades também impactam negativamente a economia mundial,
onde temos registrado que a poluicdo atmosférica causada pela queima de combustiveis nao
renovaveis é responsavel pela perda de 8 bilhdes de dblares por dia e 2.9 trilhdes de ddlares por
ano, representando 3,3% do PIB global (FARROW; MILLER; MYLLYVIRTA, 2020).

Devido & diminuicdo do interesse por recursos fésseis ndo renovaveis como matéria
prima para a sintese de produtos de alto valor agregado e a necessidade de reduzir a emisséo
global de gases responsaveis pelo efeito estufa, € esperado que a producdo de energia e de
substancias quimicas geradas a partir de fontes renovaveis, como a biomassa, dentro do
conceito de biorrefinarias, aumente em um futuro proximo (ZAKZESKI, 2010; BUGG;
RAHMANPOUR, 2015; DEVI et. al., 2022).

Em virtude da sua abundéncia e renovabilidade, a biomassa lignocelul6sica pode ser
utilizada de forma eficiente para o desenvolvimento sustentavel, sendo considerada uma fonte
alternativa para a producdo de artigos de alto valor comercial. Contudo, a sua caracteristica
recalcitrante, proveniente da lignina, dificulta a utilizacdo da biomassa como matéria-prima
para a sintese de compostos quimicos e biocombustiveis (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 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, sendo a

regido sudeste, principal produtora de cana-de-agtcar no pais, responsavel pela colheita de 63%
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do total (CONAB, 2021). Com tamanha producdo, o bagaco de cana-de-agucar é um dos
principais subprodutos lignoceluldsicos produzidos em nosso pais (MOREIRA, 2013), sendo
este material uma 6tima matéria-prima pelo fato de um terco da energia da cana-de-agucar estar
contida no seu bagaco (GOLDEMBERG, 2011).

Com isso, se fazem necessarios estudos que utilizem estes residuos agroindustriais de
modo que estes sejam aproveitados da forma mais eficiente possivel. As aplicacdes préaticas de
microrganismos produtores de enzimas capazes de degradar ndo somente a biomassa
lignocelulosica, mas também remediar substancias toxicas ou indesejaveis no ambiente se torna
imprescindivel para o avanco biotecnoldgico. Dentre estas substancias temos os corantes, que
sdo amplamente utilizados nas mais diversas industrias, com aproximadamente mais de 10.000
tipos de corantes e pigmentos sendo fabricados mundialmente, com mais de 7x10° toneladas
sendo produzidas anualmente (BANAT et al., 1996; MEYER, 1981; IRACHETA-
CARDENAS et al., 2016; ZOLLINGER, 1987).

Sendo a cor ser 0 primeiro contaminante a ser identificado em aguas residuais, afetando
ndo somente 0 aspecto estético, mas também a transparéncia e solubilidade de gases nos corpos
de agua, a remocdo destes tende a ser priorizada em detrimento das substancias organicas
solGveis e incolores, sendo muitos destes corantes contaminantes conhecidos por serem
sintetizados a partir de carcinogénicos, como a benzidina e outros compostos aromaticos
(BANAT et al., 1996; DONG et al., 2003; AYED et al., 2011). O tratamento destas aguas
residuais contaminadas com corantes sdo convencionalmente processos fisico-quimicos,
contudo, j& sdo descritos por estes processos problemas de efluentes secundarios (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 biorremediacdo, garante uma degradacdo mais eficiente e

especifica 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 0s processos até entao
descritos para a remocao 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 fermentacéo para a obtencdo de extratos ricos
em lacase, para assim selecionar a espécie com maior atividade e dar sequéncia a sua
purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo na descoloracdo de corantes sintéticos. Tendo em vista
que a purificacdo e o estudo das caracteristicas bioquimicas destas proteinas servem como um
meio de avaliar se estas sdo aptas a serem utilizadas em processos biotecnolégicos, visto que
estes processos necessitam de enzimas resistentes a fatores como pH e temperatura.
Caracteristicas essas que ja foram descritas nas ultimas décadas por lacases produzidas pelo
género Pycnoporus, que além de produzirem lacases com um alto potencial redox, também
apresentam um nivel de estabilidade térmica e de pH (UZAN et al., 2010; WANG et al., 2010;
TROVASLET et al., 2007; RAMIREZ-CAVAZOS, 2014). Portanto podemos ressaltar a
importancia de caracterizar estas enzimas, visto que diferentes espécies dentro de um mesmo
género podem produzir enzimas com diferentes caracteristicas, que podem torna-las mais ou

menos apropriadas para diferentes processos industriais.
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6.CONCLUSOES

A partir dos resultados alcangados, podemos concluir que o bagaco de cana-de-agtcar
pode representar uma alternativa sustentavel para o crescimento e producdo enzimaética dos
fungos filamentosos aqui estudados. O licor extraido atraves da hidrolise alcalina deste residuo
agroindustrial se mostra um substrato promissor, mesmo sendo muito complexo e de dificil
degradacdo. O emprego destes residuos agroindustriais € uma alternativa para o
desenvolvimento sustentavel de bioprodutos e reaproveitamento desta biomassa lignocelulésica
que por muitas vezes € queimada para a producao de energia.

O farelo de trigo também apresentou grande potencial a producéo 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 fermentacdo, este apresentou
pouca atividade para lacases, indicando que outras enzimas possam estar sendo produzidas pelo
seu arcabouco enzimatico, como manganés peroxidase e/ou lignina peroxidase.

A purificagdo das lacases de P. sanguineus se mostrou eficaz em especial para Lacl, que
apresentou maior nivel de rendimento entre as isoformas. Contudo, a purificacdo sem a
separac¢do das isoformas também se mostrou uma alternativa mais rapida e menos trabalhosa se
obter uma lacase funcional e com caracteristicas interessantes do ponto de vista biotecnoldgico.

Da mesma forma, a aplicacdo das isoformas na degradacdo de corantes sintéticos
também se mostrou eficiente para este fim, em especial a sua descoloracdo dos corantes Azul
de Bromofenol e Verde malaquita, com valores consideraveis para Vermelho congo, sendo a
Lacl 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 aplicagdes em processos biotecnologicos.
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