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RESUMO

A degradacdo da lignina ocorre através de um processo oxidativo que envolve enzimas
extracelulares como as ligninases (MnP, LiP e lacase) produzidas, principalmente por fungos
basidiomicetos. Os caminhos atuais da biotecnologia indicam que tais fungos denominados “de
fungos de degradagdo branca” sejam eficientes na degradagdo de corantes sintéticos. Foram
estudadas cinco linhagens de basidiomicetos quanto a produgdo das ligninases em de fermentacao
em estado solido (FES). Todos os fungos analisados (Inonotus rickii, Dacryopinax elegans,
Pycnoporus sanguineus, Chaetocalathus liliputianus e Lentinus strigellus) mostraram-se bons
produtores de MnP. Nenhum dos microrganismos apresentaram niveis significantes de LiP. As
espécies L. strigellus e P. sanguineus produziram quantidades consideraveis de lacase. Esses dois
ultimos fungos foram selecionados em fung¢do de sua capacidade de produgdo de MnP e lacase, e
o farelo de trigo foi o melhor meio para a producdo das duas enzimas. A MnP e lacase produzida
tanto por L. strigellus quanto por P. sanguineus apresentaram pH otimo acido. A temperatura
6tima para a MnP de ambos os fungos foi de 40°C. Para a lacase de L. strigellus a temperatura
6tima ficou entre 50°C e 55°C, para a de P. sanguineus entre 60°C e 70°C. A MnP produzida
pelos dois fungos mantiveram-se estavel em toda a faixa de pH estudada. A lacase de L. strigellus
apresentou estabilidade em pH 7,0 ¢ a de P. sanguineus, 7,5. A temperatura de estabilidade para a
MnP de L. strigellus ficou entre 15°C e 25°C e para a enzima de P. sanguineus entre 35°C e
45°C. Todos os corantes estudados sofreram descoloracdo por essas enzimas, especialmente o
Laranja II (cerca de 74%), Azul Cibacron 3GA (cerca de 85%), Azul Brilhante Remazol R (cerca

de 87%) e o Cristal Violeta (cerca de 65%).
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ABSTRACT

Lignin degradation occurs through an oxidative process that involves extracellular enzymes such
as ligninases (MnP, Lip and laccase) produced specially by basidiomycete fungi. Current
biotechnological studies indicate that these fungi, known as “white rot fungi”, may be efficient on
the degradation of synthetic dyes. Five strains of basidiomycetes were studied regarding the
production of ligninases through solid state fermentation (SSF). All of the fungi tested (Inonotus
rickii, Dacryopinax elegans, Pycnoporus sanguineus, Chaetocalathus liliputianus e Lentinus
strigellus), proved to be good MnP producers. None of the microorganisms produced significant
amounts of LiP. The species L. strigellus e P. sanguineus produced considerable amounts of
laccase. These last two were selected due to their ability to produce MnP and laccase, and wheat
bran was the best medium for the production of both enzymes. .MnP and laccase from L.
strigellus and P. sanguineus acted optimally in acid pH. Optimum temperature for MnP activity
from both fungi was 40°C. Optimum temperature for laccase from L. strigellus was between
50°C e 55°C, and from P. sanguineus was between 60°C e 70°C. MnP from both fungi
maintained stability through the whole pH range studied. Laccase from L. strigellus was stable in
pH 7,0 and from P. sanguineus in pH 7,5. MnP from L. strigellus remained stable in temperatures
between 15°C and 25°C and from P. sanguineus between 35°C e 45°C. The enzymes were
effective in the decoloration of all the dyes tested, specially Orange II (approximately 74%),
Cibacron Blue 3GA (approximately 85%), Remazol Brilliant Blue R (approximately 87%) and

Crystal Violet (approximately 65%).
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1 INTRODUCAO

Ligninases sdo enzimas que degradam a lignina por um processo oxidativo e sdo produzidas
principalmente por basidiomicetos denominados de fungos de “degradacdo branca”. Estes
microrganismos lignoceluloliticos sdo decompositores extremamente importantes na degradagao
da madeira. A lignina ¢ um polimero amorfo bastante abundante na biosfera e a sua
decomposi¢do faz parte do processo de ciclagem biogeoquimica da biomassa, e € essencial para o
equilibrio dos ecossistemas florestais.

O complexo ligninolitico € constituido pelas enzimas manganés peroxidase (MnP), lignina
peroxidase (LiP) e lacase, sendo estas enzimas produzidas em diferentes combinacdes entre si,
dependendo da linhagem fungica. De acordo com a literatura a presenga de atividade de MnP e
lacase apontam ser a forma mais comum de expressdo dessas enzimas dentre os basidiomicetos
(PELAEZ et al., 1995; NERUD; MISURCOVA, 1996).

A produgdo de enzimas por fermentagdo em estado solido (FES), utilizando residuos agro-
industriais como bagago de cana-de-agucar, farelo de trigo, palha de arroz, entre outros, ¢ um
crescente campo da biotecnologia. O Brasil € um pais de economia agricola com grande produgio
desses residuos e a utiliza¢do destes em FES torna-se uma alternativa pela grande disponibilidade
e baixo custo. Com isso tém recebido maior atencdo dos pesquisadores como promissor processo
na produgdo de enzimas para aplica¢c@o na biodegradacido de compostos tdxicos.

Quase todas as enzimas ligninoliticas s@o ativas em pHs baixos e seus 6timos variam entre as
espécies de microrganismos. E a caracterizacdo das enzimas ¢ um passo importante para que se
conheca suas propriedades de atividade 6tima de atuagdo e de estabilidade em diferentes valores
de pH e temperatura. O conhecimento destas propriedades permite avaliar o seu potencial de

aplicagdo em diferentes processos (KASHYAP et al., 2001).



As atividades industriais cresceram muito nos ultimos anos, gerando novos problemas
devido ao descarte de residuos toxicos provenientes de subprodutos gerados pela industria nos
rios ou em solos. A producdo desses residuos téxicos € atualmente um problema e um dos
assuntos mais importantes em relagdo ao controle de poluigdo ambiental, o que tem levado os
pesquisadores a buscar novas ferramentas para diminuir ou eliminar a toxicidade desses
efluentes.

Do ponto de vista ambiental, a industria téxtil apresenta uma grande fonte de poluigdo,
dado ao elevado consumo de corantes aromaticos, gerando efluentes com elevados niveis de
toxicidade ao ambiente. Os corantes sintéticos tem sido cada vez mais utilizados também por
diversas industrias como a papeleira, fotografica, cosmética, farmacéutica e alimenticia, em razao
da facil utilizacdo, custos, estabilidade e variagdo de cores. Os corantes sdo um dos principais
contaminantes detectados nos efluentes industriais e uma pequena porgao destes € o suficiente
para que seus efeitos sejam visiveis, sendo também potencialmente carcinogénicos.

Dentre os processos biotecnoldgicos de tratamento de efluentes, com o emprego de
enzimas, pode-se citar as enzimas ligninoliticas como a MnP, LiP e lacase. Estas tém
demonstrado sua capacidade de descolorir os corantes mediante a polimerizagdo ou degradagdo
dos mesmos.

Dentro desse contexto, fungos basidiomicetos denominados de “degradacdo branca” tém
sido estudados com muito interesse devido a sua capacidade de descoloragdo desses corantes e,
portanto, com alto potencial de acdo na recuperag@o de ambientes contaminados. Essa capacidade
das enzimas ligninoliticas dos fungos em degradar corantes sintéticos estd relacionada, por
similaridade estrutural desses compostos (grupos aromaticos), com a capacidade do mesmo em
degradar a lignina. Constituindo assim, uma possivel alternativa para o uso na bioremediagdo de

residuos industriais.



1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Composicao da madeira

A lignina é sintetizada a partir de trés precursores fenilpropandides monoméricos
derivados do 4cido chiquimico (Figura 1): alcool p-cumaril, 4lcool coniferil e 4lcool sinapil. E
uma molécula extremamente complexa, um biopolimero aromatico de alta massa molar, de
estrutura irregular (conseqiiéncia do seu mecanismo de biossintese), amorfo, tridimensional e

heterogéneo (Figura 2) (HARTLEY; FORD, 1985).

I
Cc—OH
) L Acido chiquimico
HO OH
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H,C-O
HO CH=CH-CH,-OH HO QCHCH-CHZ-OH
H,C-O H,C-O
Alcool sinapil v Alcool coniferil

HO —@ CH=CH-CH,-OH

Alcool p-cumaril

Figura 1: Fenois precursores da lignina.
Fonte: Adaptado (Carvalho, 2005).



A glicose fotossintetizada ¢ convertida em acido chiquimico. A biossintese das unidades
de construcdo da lignina se dé através de varias etapas de transformacgdo do acido chiquimico, até

resultar nos aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina) precursores dos lignois (BOUDET,

2000).
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Figura 2: Estrutura representativa da lignina
Fonte: Adaptado (ADLER, 1977).



O material lignoceluldsico compreende a 95% da biomassa do planeta Terra. A lignina
forma o componente essencial da madeira de gimnospermas e angiospermas, nao sendo restrita a
plantas arborescentes, mas também ¢ encontrada nas folhagens e raizes de todas as plantas
vasculares, inclusive em variedades herbaceas. E um constituinte da parede celular possuindo
multiplas fun¢des essenciais para a vida das plantas, principalmente conferindo-lhe rigidez
(SARKANEN; LUDWING, 1971; BOUDET, 2003).

A estrutura quimica da lignina varia de espécie para espécie e pode ser dividida em trés
categorias: lignina de madeira macia ou gimnospermas, lignina de madeira dura ou angiospermas
e lignina de gramineas (SARKANEN; HERGERT, 1971).

As ligninas aparecem em plantas superiores, em diferentes composi¢des: madeiras macias
de 25 a 35%, madeiras duras de 18 a 25% e gramineas de 10 a 30% (GOLDSTEIN, 1976). As
ligninas de madeira macia geralmente contém 80% de alcool coniferil, 14% de 4lcool p — cumaril
e 6% de alcool sinapil. As ligninas de madeira dura, por outro lado, contém quantidades similares
de dlcoois coniferil e sinapil ¢ uma menor quantidade de &lcool p-cumaril. J& as ligninas
encontradas em gramineas contém uma maior quantidade de alcool p—cumaril que as ligninas
presentes na madeira macia e na madeira dura (ANDER; ERIKSSON, 1977; BOUDET et al.,

2000).

1.1.2 Decomposic¢do da madeira

A decomposicdo da madeira é parte integrante do processo de ciclagem biogeoquimica da
biomassa, e ¢ essencial para o equilibrio e a persisténcia dos ecossistemas florestais (RENVALL,
1995). Com a morte ou derrubada da arvore, o tronco € colonizado por grande nimero de fungos

saprofiticos, representados principalmente pelos basidiomicetos classificados em duas grandes



ordens: Agaricales e Aphyllophorales e em suas muitas familias. No decorrer da decomposig¢io,
ocorrem alteracdes estruturais e quimicas na madeira (MONTGOMERY, 1982).

Os basidiomicetos lignoceluloliticos crescem inicialmente dentro da madeira,
colonizando-a, e suas hifas formam uma rede, nem sempre visivel a olho nl1, mais ou menos
extensa, preenchendo o limem das células, passando de uma célula a outra através de poros da
parede celular e em alguns casos destruindo a lamela média. Apds certo periodo de tempo, que
pode durar uns dias ou até muitos anos, varidvel de espécie para espécie e com condigdes
ambientais, os basidiocarpos (corpos de frutificagdo) emergem, Os basidiomicetos
lignoceluloliticos sdo extremamente importantes como decompositores € principais responsaveis
pela reciclagem do carbono. Degradam os componentes da madeira, tais como, celulose,
hemicelulose e lignina, a partir dos quais obtém energia para seu crescimento e reprodugdo
(BONONI,1997).

A estrutura basica das paredes celulares vegetais ¢ formada por quatro componentes
principais: celulose, polissacarideos ndo celuloliticos (PNC), proteinas e polifenodis
(McDOUGALL et al., 1996). De acordo com a espécie do vegetal, a composi¢do quimica da
madeira apresenta 30-75% de celulose, 10-45% de hemicelulose e 15-30% de lignina (CHAHAL,
1985).

Quando microrganismos atacam a madeira, tem inicio um processo ordenado de agdes
degradativas extracelulares (enzimaticas e ndo-enzimaticas) que alteram o substrato. A taxa e a
extensdo da degradacdo microbiana pode ser grandemente influenciada pela composicdo da
matriz de lignocelulose, além de extratos de madeira presentes (ZACCHI et al., 2000).

O processo de decomposi¢do microbiana da madeira estd diretamente ligado ao potencial
enzimatico dos microrganismos, pois requer a presenca de enzimas especificas como ligninases,

pectinases, hemicelulases e celulases, cuja produg¢do é uma propriedade inerente a diversos



microrganismos habitantes de florestas, diferindo no tipo e na quantidade em que sdo produzidas
(Da SILVA etal., 1997; SZAKACS; TENGERDY, 1997; LECHNER; PAPINUTTI, 2006).

Os fungos degradadores da madeira podem ser divididos em trés grupos de acordo com a
morfologia da degradacdo que produzem: degradag¢do branca, macia e marrom. Os fungos
degradadores da madeira sdo taxonomicamente diversos e a maioria deles pertence a subdivisdo
Basidiomycotina. Os Basidiomicetos de degradagdo branca sio os mais eficientes organismos
degradadores de lignina, sendo capazes de mineralizar lignina, eventualmente até gas carbonico e
agua (KIRK; FARREL, 1987; ORTH et al., 1993; TUOR et al., 1995; COUTO; SANROMAN,

2006).

1.1.2.1 Degradacéo branca

Os basidiomicetos causadores de degradacdo branca na madeira produzem decomposi¢do
seletiva da lignina na parede celular, deixando a celulose praticamente intacta (BLANCHETTE,
1991; BLANCHETTE et al.,, 1994). Entretanto, esses fungos variam consideravelmente, de
acordo com o tipo de ataque a lignina e aos polissacarideos da madeira (DURAN; ESPOSITO,
1997). Além disso, demonstram velocidades diferentes na remogao da lignina (KIRK; FARREL,
1987). Muitos colonizam o limem celular e causam erosdo da parede pela presenca das hifas
(GILBERTSON, 1980). Com base nessas propriedades, os fungos de degradacido branca podem
ser divididos em dois subgrupos: a) fungos que degradam simultanecamente todos os
componentes, aproximadamente a mesma velocidade; b) fungos que preferencialmente degradam
lignina. Esses ultimos, que degradam seletivamente a lignina, criam areas localizadas de
degradacdo tipicas (ERIKSSON, 1990). Os fungos referidos como degradadores ndo seletivos ou
simultaneos, em ecossistemas florestais, sdo os decompositores mais comuns das angiospermas

do que das gimnospermas (GILBERTSON, 1980).



Todos os basidiomicetos degradam os trés principais componentes da madeira, ou seja,
celulose, hemicelulose e lignina, embora em diferentes velocidades e extensdo. Baseado nesse
conceito tém-se dividido os fungos de degradagcdo branca em classes de degradadores
simultaneos da lignina com polissacarideos ou degradadores seletivos. Esta classificagdo nio tém
se mostrado muito adequada, pelo fato de que os fungos de degradagdo branca podem apresentar
ambos comportamentos, quando estdo atuando no mesmo substrato ou atacam a lignina e
polissacarideos seqiiencialmente (ERIKSSON et al., 1990).

A identificacdo dos fungos de degradag¢do branca ¢ baseada nas caracteristicas das
morfoldgicas e fisioldgicas das hifas. A maioria dos basidiomicetos tem hifas dicaridticas com

conexdes especificas entre os septos do micélio (BLANCHETTE, 1991).

1.1.2.2 Degradacédo macia

A degradag@o macia foi assim chamada, originalmente, para descrever um tipo de ataque
a madeira em ambientes imidos, por fungos dos grupos dos ascomicetos e deuteromicetos. Essa
degradagdo é caracterizada por ser suave, de aparéncia umida e que sob condi¢des de secagem
pode lembrar a degradagdo do tipo marrom. Duas formas de decomposi¢do macia sdo conhecidas.
A degradagdo macia do Tipo I gera cavidades na camada secundéria das células da parede da
madeira, abertas por penetracdo fina das hifas (ADASKAVEG et al., 1990). A formagdo de
cavidades segue a orientagdo de microfibrilas na parede secundaria. No Tipo I, células da parede
da madeira podem também ser degradadas adjacentemente as hifas causando erosdo, sendo a
parede secundaria degradada gradualmente. A lamela-média ndo é erodida e persiste mesmo em
um avancado estagio da decomposi¢cdo. Essa caracteristica distingue o tipo II de degradagdo
macia da forma ndo seletiva da degradacdo branca, pois os decompositores brancos erodem e

podem destruir completamente a lamela-média (BLANCHETTE, 1995).



Os fungos de degradag@o macia preferencialmente colonizam e degradam madeiras duras,
especialmente as de alta umidade. Em madeiras moles, a velocidade da degradacdo macia ¢
geralmente mais lenta que a dos fungos de degradacdo branca e marrom. Embora estes
normalmente metabolizem os polissacarideos da madeira, sdo capazes de alguma transformagao

da lignina (ESLYN et al., 1975).

1.1.2.3 Degradac¢do marrom

Também denominada de degradacdo parda, a degradacdo marrom ¢ realizada por
basidiomicetos que causam um ataque difuso e primeiramente sobre a celulose. Os fungos de
degrada¢do marrom produzem porosidade e erosdo nas células da parede da madeira, devido a
uma quebra rapida do suporte celulosico (ERIKSSON et al., 1990). Produzem tipicamente uma
quebra extensiva dos polissacarideos da madeira e deixam a maioria da lignina intacta. Logo, a
madeira degradada por esses fungos tem um aspecto amarronzado e de aparéncia fragil. A
madeira decomposta é marrom e consiste principalmente de lignina quimicamente modificada
por desmetilagdo, mas ndo degradada. Uma caracteristica que distingue a degradagdo marrom dos
outros tipos ¢ a sua capacidade de despolimerizar a celulose, durante o processo de
decomposi¢do, causando perdas substanciais nas propriedades de resisténcia da madeira
(DANIEL; NILSSON, 1989; BLANCHETTE, 1995; BLANCHETTE, 1991). O mecanismo pelo
qual os fungos de degradagdo marrom modificam a lignina ¢ ainda desconhecido, ja que ndo
produzem enzimas ligninoliticas. Acredita-se que moléculas pequenas (glicoproteinas), que
quelam ferro, poderiam estar participando das transformagdes da lignina via produgdo de radicais
hidroxila (BACKA et al., 1992; DURAN, 1996).

Os fungos de degradacdo marrom predominantemente atacam madeiras macias, enquanto

os de degradagdo branca sdo eficientes no ataque a madeiras duras (RAYNER; BODDY, 1988).
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Tabela 1: Comparag@o entre os tipos de degradacio.

TIPO DE . FUNGOS MORFOLOGIQ\ DA
DEGRADACAO DEGRADACAO
Branca Basidiomicetos Seletivos: degradam

preferencialmente a lignina

N&o seletivos: degradam
simultaneamente todos os
componentes da madeira na
mesma velocidade

Macia Ascomicetos e Tipo I: geram cavidades nas
Deuteromicetos c€lulas da parede da madeira por
penetragdo das hifas

Tipo Il: causa erosdo, na qual a
parede secundaria ¢ degradada
gradualmente, mas a lamela média
ndo ¢é destruida.

Marrom Basidiomicetos Apresentam a capacidade de
despolimerizar os polissacarideos
da parede celular (hemicelulose e
celulose), deixando a lignina
modificada, mas ndo degradada.

1.1.3 Mecanismo de acdo das enzimas Ligninoliticas

A atividade de fenol oxidases extracelulares, indicando a presenca de enzimas
ligninoliticas, foi descoberta na década de 30 em fungos de degradagdo branca (ERIKSSON,
1990). Logo depois foi demonstrado que as reagdes eram catalisadas por oxidoredutases do tipo
lacases e peroxidases. A habilidade para oxidar compostos fenolicos, especificamente, tem sido
utilizada como critério de identificagdo para fungos de degrada¢do branca verdadeiros. Em
seguida o isolamento e caracterizag@o de lacases, duas peroxidases, chamada lignina peroxidase e

manganés peroxidase, foram evidenciadas na quebra da lignina (NIKU-PAAVOLA et al., 1995).
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1.1.3.1 Manganés Peroxidase (MnP)
A MnP (EC. 1.11.1.13), assim como a lignina peroxidase, requer H,O, para sua atividade
e contém um grupo heme. A acdo dessa enzima depende de Mn”" que é oxidado pela enzima a
Mn®*, que por sua vez oxida substratos organicos, como fendis e radicais fenéxi (KUWAHARA
et al., 1984).

O ciclo catalitico da MnP (Figura 3) ¢ iniciado com a ligacdo do H,O, com o ferro presente
na enzima, formando o complexo ferro-peroxido. A clivagem subseqiiente da ligagao peroxido de
oxigénio-oxigénio requer a transferéncia de dois elétrons do grupo heme resultando na formagao
de uma MnP com complexo Fe'" orto-porfirina-radical. A ligacdo dioxigénica ¢ quebrada
heteroliticamente e uma molécula de dgua ¢ expelida. A reducdo subseqiiente da enzima procede-
se com a oxidagdo do manganés. O ion de Mn>" monoquelado atua como um doador de um
elétron para a porfirina intermediaria e é oxidado 8 Mn’". Ocorre entdo novamente a oxidagdo no
sitio ativo da enzima pela da oxida¢do de outra Mn®" ¢ a liberacdo de outra molécula de 4gua
(HOFRICHTER, 2002).

A forma Mn’" mantém-se estavel pela da quelagio com 4cidos organicos. O Mn’" oxida
fen6is monoméricos e diméricos, incluindo componentes fenolicos de lignina (HOFRICHTER,
2002), catalisa clivagem Ca-Cp, oxidagdo do Ca e clivagens alquilaril de estruturas lignoliticas

(TUOR et al., 1992).

1.1.3.2 Lignina Peroxidase (LiP)
No ano de 1983, dois grupos relataram a descoberta da enzima extracelular degradadora
de lignina em culturas de Phanerochaete chrysosporium (GLEND et al., 1983; TIEN; KIRK,
1983). A enzima, primeiramente chamada de ligninase, ¢ uma glicoproteina, que contém

ferroprotoporfirina IX (heme) como grupo prostético e requer H,O, para sua atividade catalitica.
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Composto-I
4+ +
H,0 Fe =OR
Composté-H
Fe4+= 0
CF red
CF ox
H,0, '
Peroxidase nativa — - &/ H,0
Fe3+ . s .

Figura 3: Ciclo catalitico genérico das Peroxidases.
(CF= Composto fendlico)
Fonte: Adaptado (Rosatto et al., 2001)

A LiP (EC. 1.11.1.14) oxida a lignina e outros compostos derivados da mesma, além de
compostos ndo fendlicos, pela retirada de um elétron de um ntcleo aromatico, criando um radical
instavel que passa por numerosas transformagdes levando a desestruturacdo da molécula de
substrato (RODRIGUEZ; DURAN, 1988). A acio dessa enzima resulta em: oxidagio de alcoois
benzilicos, quebra de cadeias aromadticas, desmetilag@o, rearranjos intramoleculares e quebra de
anéis em compostos ndo fenodlicos relacionados a lignina (GOLD et al.,, 1989). O élcool
veratrilico tem papel importante na catalise da LiP: € o redutor preferido pela enzima, produzido
pelo fungo de degradagdo branca apos ligndlise, e aparentemente protege a enzima contra a
inativagdo pelo excesso de peroxido de hidrogénio. Na presen¢a de peroxido de hidrogénio, a LiP
oxida o alcool veratrilico a veratraldeido, reagdo comum em ensaios de atividade da LiP

(DURAN; ESPOSITO, 1997).
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1.1.3.3 Lacase

Lacase (EC. 1.10.3.2.) ¢ uma fenol oxidase que catalisa a oxidagdo de uma série de
compostos aromaticos (Figura 4) e substincias inorganicas com redugdo concomitante do
oxigénio da 4gua (DURAN et al., 1994). E uma enzima despolimerizante de lignina que, por
processo oxidativo remove moléculas de fenil-propano mais externos a cadeia, gerando radicais
fenoxilos. Esses radicais atuam em reagdes ndo cataliticas, como acoplamento radical-radical,
desprotonagdo, desprotonagdo a ataques nucleofilicos pela agua, levando a reacdes de
polimerizagdo, quebras alquiarilicas e oxidagdes nos carbonos e desmetilagdes. Alguns
intermediarios aromaticos de baixo peso molecular acabam sendo também liberados resultando
na despolimerizagdo da lignina (TIEN; KIRK, 1988).

Em geral, as lacases exibem quatro atomos de cobre, que s@o distribuidos em diferentes
sitios de ligagdo e sdo classificados em trés tipos: Cobre tipo 1, 2 e 3, caracterizando-se por
propriedades especificas no mecanismo de catalise da enzima (MCGUIRL; DOOLEY, 1999). De
acordo com Call e Miiccke (1997), o cobre do tipo 1 estd envolvido na captura e transferéncia de

elétrons. Os cobres do tipo 2 e 3 estdo envolvidos na ligagdo com o oxigénio.

0O, - Lacase Mediador (ox) Lignina (red)

H.O Lacase (ox) Mediador (red) Lignina (0x)

Figura 4: Ciclo de oxidagdo catalitica da Lacase
Fonte: Adaptado (Balakshin et al., 2001)
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1.1.4 Producao de ligninases por fermentacédo em estado solido (FES)

A produgdo de enzima ¢ um crescente campo da biotecnologia. A maioria dos fabricantes
de enzimas as produzem por técnicas de fermentagdo submersa (FSM). Contudo, nas ultimas
décadas tem aumentado a tendéncia em direcdo a utilizacdo da fermentacdo em estado solido
(FES) para esse fim. A FES ¢ conhecida desde tempos antigos (aproximadamente 2600 a.C.).
Esta técnica reproduz um processo microbioldgico natural como compostagem e ensilagem. Em
aplicacdes industriais, este processo natural pode ser utilizado e manipulado de forma controlada
para obten¢io de um produto desejado (COUTO; SANROMAN, 2005a).

A FES pode ser definida como o processo fermentativo que ocorre na auséncia ou préoximo
da auséncia de dgua livre entre particulas de um substrato s6lido natural como fonte de carbono e
energia, ou ainda esse substrato pode servir apenas como suporte inerte (PANDEY et al, 2000a).
Este processo ¢ conhecido desde tempos antigos nos paises asidticos mas foi praticamente
ignorado nos paises ocidentais depois de 1940. Tipicos exemplos de FES sdo as tradicionais
fermentacdes japonesas “koji”, indonesa “tempeh” e francesa “blue cheese” (COUTO;
SANROMAN, 2005a).

O processo de FES tem mostrado ser particularmente adequado para a produgao de enzimas
por fungos filamentosos, visto que reproduzem condi¢des naturais de desenvolvimento de tais
microrganismos (PANDEY et al., 1999).

A selecdo de um substrato adequado para realizar um cultivo solido é essencial, visto que
cada grupo de fungos tem capacidade diferenciada de ataque a esses materiais e, portanto,
diferente capacidade de obtencdo de carbono e outros nutrientes disponiveis do crescimento.
Além disso, a disponibilidade e o custo sdo também critérios de grande importancia (COUTO;

SANROMAN, 2005a).
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Uma ampla gama de materiais solidos usados em FES pode ser classificada em duas
grandes categorias: materiais inertes, que somente atuam como um lugar de apoio para os
microrganismos ndo fornecendo nutrientes para o crescimento microbiano e materiais ndo inertes,
que ndo somente atuam como um suporte, mas também proporcionam o crescimento do
microrganismo (RALPH, 1976; DURAND et al., 1993). Este ultimo, devido ao seu papel duplo,
¢ também chamado de substrato-suporte. Esses materiais geralmente contém residuos de amido,
celulose, hemicelulose e pectina e sdo subprodutos agricolas lignocelulosicos ou agro-industriais
do processamento de frutas e cana-de-acticar (PANDEY, 1992).

A economia brasileira ¢ uma das mais importantes economias agricolas do mundo, com
produ¢do de café, cana-de-acucar, soja, mandioca e frutas. Quase todos esses produtos sdo
exportados e contribuem para o desenvolvimento da economia do pais. Contudo, esta grande
producdo é responsavel pela geragdo de muitos residuos causando sérios problemas ambientais
(PANDEY; SOCCOL, 1998; PANDEY et al.,, 2000b). A utilizacdo destes residuos em
bioprocessos tornou-se uma alternativa pela sua grande disponibilidade e baixo custo (PANDEY
et al.,2000b; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

Recentemente, a FES tem recebido mais aten¢do dos pesquisadores, como promissor
processo na biorremediacdo e biodegradagdo de compostos toxicos, desintoxicagdo de residuos
agro-industriais e biotransformacdo de residuos de colheitas para enriquecimento nutricional. H4
uma grande tendéncia da utilizagdo eficiente de residuos agro-industriais como polpa e casca de
café, casca de mandioca, bagaco de mandioca, bagago de cana-de-agucar, polpa de beterraba
doce, polpa de magd e batatas ndo aproveitadas para consumo (PANDEY; SOCCOL, 1998;
PANDEY et al., 2000a). Existem varias publicacdes descrevendo bioprocessos que t€m sido
desenvolvidos utilizando essas matérias-primas para producdo de grandes quantidades de

produtos de alto valor como o etanol, metabdlitos biologicamente ativos (antibidticos, alcaldides,
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fatores de crescimento vegetal), acidos organicos, biopesticidas (micopesticidas e bioerbicidas),
proteina de célula unica (SPC), cogumelos, aminoacidos, biosurfactantes, biocombustiveis,
compostos aromaticos ¢ enzimas (PANDEY, 1992; PANDEY et al., 2000a; MEDEIROS et al.,
2000; SCHMIDT, et al., 2001; PANDEY, 2003).

Iniimeros trabalhos tém reportado utilizando FES e basidiomicetos com diferentes
propositos. A capacidade degradativa do fungo Rigidoporus lignosus foi investigada por meio de
FSM e FES utilizando-se serragem de Hevea durante 20 dias. Os autores observaram que a
biodegradacdo da lignina por FES foi aproximadamente trés vezes maior que em FSM, devido a
maior producdo de MnP e lacase (entre o sexto e o 16° dia de cultivo), principais ligninases
produzidas por este fungo (GALLIANO et al., 1990).

Dois basidiomicetos isolados, Polyporus BH; e Polyporus BW,, foram cultivados em FES
em bagaco a 85% de umidade por 45 dias para a producdo da enzima LiP. A atividade médxima
foi entre 13 e 18 dias para ambas as espécies atingindo 50 U/g (BH;) e 60 U/g para a linhagem
BW,; (NIGAM et al., 1987).

Lang e colaboradores (1998) estudaram a producdo das enzimas MnP e lacase dos fungos
Pleurotus sp e Dichomitus squalens em palha de trigo como substrato para FES. As atividades
de MnP foram mais altas que a de lacase em ambos os fungos. Pleurotus sp produziu 1,0 U/mL
de MnP entre a 5* e a 8 semanas ¢ 0.4 U/mL de lacase entre a 6 ¢ a 7* semanas de cultivo,
respectivamente. Ja o fungo D. squalens apresentou dois picos de produgdo de MnP, sendo um na
5* (3,0 U/mL) e outro na 8* (2,5 U/mL) semana de fermentagdo. A maxima producdo de lacase
foi na 3* semana (0,2 U/mL).

Fujian e outros (2001) compararam a producdo de LiP ¢ MnP de Phanerochaete
chrysosporium ME-446 (ATTC 34541) em fermentacdo submersa e fermentagdo em estado

solido, constatando que o processo de FES proporcionou maior producdo das duas ligninases.
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Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju foram investigados por suas habilidades em
produzir enzimas ligninoliticas, como a LiP e a lacase em residuo agricola de bananeira (folhas e
pseudocaule) por FES. A produgdo dessas enzimas foram estudadas durante o crescimento dos
microrganismos por um periodo de 40 dias. As folhas da bananeira foram o substrato mais
adequado para a produgdo das enzimas comparado com o pseudocaule, para ambas as linhagens.
As atividades maximas das enzimas produzidas por Pleurotus ostreatus foram 0,1U/mg e 1,7
U/mg, em 15 e 20 dias para LiP e lacase, respectivamente. Ja4 o fungo Pleurotus sajor-caju
apresentou picos de producdo de lacase (1,6 U/mg) e LiP (0,4 U/mg) em 10 e 20 dias de
fermentacdo (REDDY et al., 2003).

No trabalho de Boer e colaboradores (2004) os autores compararam a producdo de
ligninases de Lentinula edodes CCB-42 em relagdo ao tempo de cultivo e a umidade do meio em
FES utilizando sabugo de milho moido. As atividades de LiP e lacase foram negligenciadas com
atividades menores que 8 U/g e 16 U/g, respectivamente. Ja a atividade méxima de MnP foi de
2600 U/g, 2000 U/g e 1470 U/g, respectivamente em culturas com 75%, 80% e 83% de umidade
obtidos depois de 12 dias de cultivo.

Duas espécies fungicas Phylosticta spp. MPS-001 e o deuteromiceto Aspergillus spp. MPS-
002 foram cultivadas em residuos da bananeira (material lignocelulésico) para a producdo de
duas ligninases em um periodo de 40 dias. A maxima producdo de LiP (2,2 U/mg) e lacase (2,4
U/mg) por Phylosticta spp. MPS-001 e por Aspergillus spp. MPS-002 foi 2,8 U/mg ¢ 1,8 U/mg
para LiP e lacase, respectivamente. Para ambos os fungos o melhor tempo de cultivo para a
producido das duas enzimas foi em 20 dias (SHAH et al., 2005).

A produgdo de lacase por Trametes hirsuta foi estudada em dois bioreatores de FES, um
de bandeja e outro de imersdo idealizado pelos autores, utilizando cubos de esponja de nylon e

semente de uva como suportes inertes e ndo inerte, respectivamente. A maior produgdo da enzima
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obtida (18 U/mL) deu-se em semente de uva, no reator de bandeja, em 14 dias de cultivo
(COUTO et al., 2006).

O fungo Phanerochaete chrysosporium foi submetido ao cultivo por FES em residuos
lignoceluldsicos de Achras zapota (uma planta produzida na India) para a avaliagio da
biotransformac¢do da mesma e produgdo das enzimas LiP ¢ MnP num periodo de 28 dias a 37°C ¢
60% de umidade. Os autores observaram que as maximas atividades das duas enzimas ocorreram
no sétimo dia de fermentacdo, sendo de 2,1 U/mL e 1,2 U/mL, respectivamente (KUMAR et al.,
2006).

Silva e colaboradores (2005) cultivaram nove linhagens do fungo basidiomiceto Lentinula
edodes em frasco erlenmeyer utilizando residuos de eucalipto (casca, ramos ¢ folhas da arvore) e
farelo de arroz a 26°C por 30 dias e umidade final de 70%. Observaram que a atividade de MnP
estava presente no meio de cultura em todas as linhagens, enquanto que a lacase ndo foi detectada
em algumas linhagens (1, 2 e 4). Com excecdo de uma linhagem, todas mostraram-se boas
produtoras de MnP, com atividade méaxima de 286,2 U/Kg.

Lechner e Papinutti (2006) estudaram a produ¢do de MnP e lacase pelo fungo Lentinus
tigrinus, em meio contendo palha de trigo (77%) suplementado com farinha de trigo (20%) e
carbonato de célcio, em sacos de polipropileno com umidade ajustada para 74% por 110 dias. Foi
observado que a lacase alcancou o pico de atividade em 20 dias (30 U/g) e dois picos de atividade

de MnP foram observados em 20 e 90 dias (0,75 U/g).

1.1.5 Caracteristicas fisico-quimicas das ligninases
A caracterizagdo fisico-quimica de uma enzima € um passo importante para se estabelecer
as melhores condigdes de utilizacdo da mesma. O estudo dos efeitos do pH e da temperatura

indicam as condi¢des de atividade maxima e determinam a faixa de pH e temperatura nas quais a
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enzima se mantém estaveis. O conhecimento destas propriedades permite avaliar o seu potencial
de aplicacdo em um determinado processo, além disso, permite controlar a velocidade do
processo variando estes paradmetros no meio reacional (MARTINS, 2003).

Quase todas as enzimas ligninoliticas s@o ativas em pHs baixos. Seus 6timos diferem entre
as espécies de microrganismos. P. chrysosporium degrada melhor a lignina em pH 4,0 com
decréscimo da atividade a valores de pHs mais baixos (KIRK et al., 1978).

Em outro estudo a degradagio da lignina por P. chrysosporium e Pleurotus sajor-caju foi
maior em valores de pH abaixo de 3,0 (BOYLE et al., 1992). J4 a LiP produzida pelo fungo Irpex
lacteus, apresentou pH 6timo de 3,5 (ROTHSCHILD et al., 2002) e a LiP produzida por P.
chrysosporium e estudada por Archibald (1992), apresentou pH 6timo de 4,5. O fungo de
degradacdo branca Bjerkandera sp. BOS55 secreta sete isozimas de LiP, sendo que duas delas a
LiP-2 e LiP-5, caracterizadas por Have e colaboradores (1998), apresentaram pH 6timo 2,5 e 3,0,
respectivamente.

Os fungos Gloeophyllum striatum e Phellinus rimosus produziram MnP com pH 6timo de
6,0, as quais foram estaveis entre pH 5,0 a 6,0 ¢ 6,0 a 7,0, respectivamente. A temperatura 6tima
para atividade de MnP produzida por G. striatum foi 30°C e a mesma foi estavel a 40°C. A
enzima produzida por P. rimosus mostrou atividade 6tima em temperatura de 25°C, mantendo-se
estavel numa faixa entre 10°C a 40°C (BONFA, 2003). Carvalho (2005), também caracterizou a
MnP produzida por Lentinus sp e verificou que o pH 6timo foi 3,0 e temperatura 6tima de 55°C.
A enzima foi estavel em valores de pH entre 6,0 ¢ 7,0. A MnP manteve 100% de atividade
original a 40° e 50°C, por 1h.

Estudos com os fungos Panus tigrinus ¢ Pleurotus ostreatus mostraram que a faixa de pH
para a atividade 6tima da enzima MnP ficou entre os valores de pH 2,6 ¢ 4,5 (MALTSEVA et

al.,1991; SARKAR et al.,1997). A faixa de pH 6tima para a atividade da enzima LiP, descrita por
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Wensenberg e outros (2003), foi de 2,0 a 5,0. Para a lacase, os mesmos autores relataram a faixa
de pH 6timo entre 2,0 e 8,5.

Boer e colaboradores (2006) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas da MnP de
Lentinus edodes. A enzima apresentou pH 6timo de 4,5, mantendo-se estavel entre os pHs 4,0 a
6,0. A temperatura 6tima e temperatura de estabilidade foram 40°C e 45°C, respectivamente.

Para a lacase de P. noxius, o pH 6timo foi de 4,6 (BUCHALA; LEISOLA, 1987). Péric e
outros (1998) caracterizaram duas isoformas de lacase produzida por Dichomitus squalens. As
duas lacases exibiram pH o6timo de 3,0, com maior estabilidade quando incubadas em pH 6,0.
Ambas isoformas mantiveram 90% da atividade quando incubadas a 75°C por 10 minutos.
Wensenberg e outros (2003) relataram pH 6timo na faixa dcida para atividade de lacase de
Coriolopsis polyzona. Essa enzima apresentou grande estabilidade em pH 6,0. A 70°C, a
estabilidade térmica foi acentuadamente reduzida.

Ryan e colaboradores (2003) caracterizaram a lacase de Sclerotium rolfsii. A enzima
demonstrou ser muito ativa em pH 4cido, mostrando pico em pH 2,4 e um répido declinio em pH
6,0 utilizando-se o0 ABTS como substrato. A temperatura 6tima de atividade foi de 62°C. O
estudo da estabilidade revelou que a enzima foi altamente estdvel em pH 4,5 e a 18°C.

A lacase de Lepista sordida foi caracterizada por Cavallazzi e colaboradores (2004). A
temperatura o6tima foi de 45°C, apresentando alta atividade em pH 3,5 com um segundo pico em
pH 6,0, sugerindo a presenca de duas isozimas. Nao foi detectada atividade em pHs acima de 6,5.

O pH o6timo para a lacase pode variar de acordo com o substrato utilizado. A enzima
produzida pelo fungo Coriolus hirsitus apresentou pH o6timo de 2,5 e 4,0, para a oxida¢do do
ABTS e 2,6 dimetoxifenol (DMP), respectivamente. A temperatura 6tima foi de 45°C (SHIN;
LEE, 2000). A Lacase produzida por um basidiomiceto ndo identificado apresentou pH 6timo de

4,0 para atividade sobre o ABTS e pH 6,0 quando utilizado o guaiacol como o substrato
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(JORDAAN et al., 2004). Hakala e colaboradores (2005) caracterizaram a enzima produzida pelo
fungo Physisporinus rivulosus e relataram que os pHs 6timos para oxidagdo do ABTS ¢ DMP
foram 2,5 e 3,0, respectivamente, enquanto que a oxidacdo da seringaldazina e guaiacol foi 6tima
em pH 3.5.

Os pHs otimos da lacase de Pycnoporus coccineus, utilizando-se o ABTS e DMP, foram
3,5 e 3,5 a 4,0, respectivamente. A estabilidade em relagdo ao pH foi estudada na faixa entre pH
2,5 a 10,0, observando que depois de uma hora de incubagdo 90 a 100% da atividade foi
preservada nessa faixa de pH. A temperatura 6tima para a oxidagdo do DMP foi observada em
torno de 60°C e a enzima tem meia vida de 8 e 2 horas a 50°C e 60°C, respectivamente
(JAOUANTI et al., 2005).

A especificidade e afinidade da lacase pelo substrato pode variar com as mudangas no pH.
Para substratos cuja oxidacdo ndo envolva troca de protons, a atividade da lacase normalmente
diminui a medida que o pH aumenta. Entretanto para substratos cuja oxidagdo envolve troca de
prétons, assim como o fenol, o perfil de atividade do pH da lacase pode exibir um 6timo cujo
valor depende da enzima e ndo do substrato. Para fenois, o pH 6timo fica em torno de 3 a 7 para
as lacases fungicas e pode aumentar para 9 em lacases de plantas. A diferenca deste perfil de
atividade do pH ¢ atribuido ao balango de dois efeitos opostos: um gerado pela diferenca de
potencial redox entre a reducdo do substrato e o cobre tipo 1 da lacase, o qual estd correlacionado
a transferéncia de elétrons e ¢ favorecida para substrato fendlico com pH alto, e outro gerado por
uma ligagdo de anion hidréxido ao cobre tipo 2 ou 3 da lacase, a qual inibe a atividade em pH

alto (XU et al., 1996; XU, 1997; GIANFREDA et al., 1999; JAOUANI et al., 2005).
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1.1.6 Aplicaces biotecnoldgicas das ligninases

Fungos ligninoliticos tém sido estudados com muito interesse devido a sua capacidade de
modificar ou degradar a lignina. As enzimas envolvidas nesse processo tornaram-se alvo de
inimeras pesquisas visando sua aplicacdo biotecnologica.

Na industria de papel e celulose, os processos de obtengdo e clarificagdo de polpas,
produzem uma grande quantidade de residuos danosos ao ambiente. Esses efluentes contém uma
série de organoclorados formados a partir das reagdes entre a lignina e o cloro empregado para o
branqueamento (FULTHORPE; ALLEN,1995). Ligninases como a LiP e MnP podem promover
a degradacio desses compostos se aplicadas ao tratamento dos residuos (DURAN et al., 1994;
FEIJOO et al., 1997, SATYENDRA; MODI, 1999; BHAT, 2000).

Sob outro contexto, a degradagdo da lignina transforma o substrato lignoceluldsico em
alimento de alta qualidade para ruminantes, melhorando a digestibilidade desses materiais. A
celulose e a hemicelulose presentes na palha de trigo, por exemplo, sdo nutrientes excelentes para
a alimentag¢do de ruminantes. No entanto, a lignina presente nesse material, além de ser indigesta
a estes animais, ela ndo permite a disponibiliza¢do dos nutrientes citados acima, portanto faz-se
necessario uma deslignificacdo dos mesmos, na qual as ligninases podem ser usadas (EL-
NASSER et al., 1997).

A lacase também pode ser aplicada na induastria de alimentos para a estabilizacdo das
caracteristicas organolépticas de vinhos (MINUSSI et al.,2002).

De acordo com Petersen e outros (1996), produtos a base de 6leo podem ser desoxigenados
pela adicdo de lacase, melhorando o aroma. Muitos alimentos como temperos de saladas,
maionese e condimentos sdo preparados com O6leos vegetais de soja. A soja contém acido
linoléico, o qual reage com o oxigénio dissolvido produzindo compostos volateis indesejaveis, 0s

quais podem ser degradados pela lacase.
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Quando a enzima lacase ¢ adicionada a massa de pao, esta pode exercer efeito de oxidagdo
nos constituintes da massa, resultando no aumento do volume, na melhoria da estrutura ¢ maciez
do miolo do pao, bem como, no aumento da resisténcia, estabilidade e maleabilidade da massa

(SI, 1994).

1.1.6.1 Aplicacéo das ligninases na remogéo de corantes

Nas ultimas décadas, os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais criticos e
freqlientes. As causas sdo variadas e envolvem praticamente todas as atividades humanas. O
desmedido crescimento populacional contribui significativamente para a contaminagdo ambiental
em fung¢do da quantidade de residuos produzidos. A atividade industrial, que -cresce
acompanhando as necessidades € o consumismo que caracteriza nossa sociedade, contribui com
grandes volumes de efluentes de natureza diversa, os quais geralmente carregam compostos
quimicos de carater toxico (KUNZ et al., 2002).

Dentro deste contexto, pode-se destacar o setor téxtil que gera grandes volumes de
efluentes altamente coloridos devido a presenca de corantes que ndo se fixam na fibra durante o
processo de tingimento. Estima-se que entre 10-20% dos corantes utilizados sdo descartados
como efluentes causando sérios problemas de contaminacdo ambiental. A diminui¢do da
capacidade fotossintética de cursos de dgua que recebem diretamente estas aguas residuarias
torna-se um agravante, além do fato desses corantes apresentarem capacidade mutagénica e
carcinogénica (RODRIGUEZ et al., 1999).

A composi¢cdo quimica desses compostos ¢ bastante diversificada e reage com compostos
inorganicos para formar polimeros e outros produtos de dificil degradacdo (ROBINSON et al.,
2001). Deste modo, residuos de corantes poderiam ser altamente nocivos quando presentes em

qualquer organismo vivo. A inativagdo destes rejeitos normalmente € realizada por reagdes de
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hidrolise de seus grupos funcionais, que torna o corante quimicamente inerte. Alguns autores t€ém
demonstrado que estes compostos na forma ndo hidrolisada apresentam alta estabilidade
hidrolitica em meio neutro, permitindo um tempo de vida de 50 anos em ambientes aquaticos,
causando expressiva preocupacdo quanto aos aspectos ecologicos (MATSUI et al., 1984;
WEBER; STICKNEY, 1993).

Esses corantes ndo s3o normalmente removidos por sistemas convencionais de
tratamento, portanto, o emprego deles deve ser controlado e os efluentes tratados antes de serem
liberados no ambiente aquatico e terrestre (CAPALASH; SHARMA, 1992).

Até a metade do século XIX, todos os corantes eram derivados de folhas, ramos, raizes,
frutos ou flores de varias plantas e substancias extraidas de animais. Embora a industria de
corantes téxteis tenha se originado na Europa desde o século XVI, o primeiro corante sintético foi
descoberto apenas em 1856 na Inglaterra por William Henry Perkin. Com a intensa inovagao
tecnologica ao redor de 1915, a Alemanha manteve o monopdlio sobre a produgdo até a Segunda
Guerra Mundial. Hoje a industria de corantes dos Estados Unidos é a maior fonte exportadora
destes produtos (GUARATINI; ZANONI, 2000; WESENBERG et al., 2003).

A importancia dos corantes para a civilizagdo humana ¢ evidente ¢ bem documentada. Os
corantes sintéticos tém sido cada vez mais utilizados pelas industrias téxtil, papeleira, fotografica,
cosmética, farmacéutica e alimenticia, em razdo da facil utilizagdo, custos, estabilidade e variagdo
de cores comparando-se com os naturais (BALAN; MONTEIRO, 2001; EICHLEROVA, 2005a).

Existe uma variedade de mais de 10000 corantes com uma producdo anual de mais de
7x10° toneladas no mundo inteiro e, 10% dos materiais corados e corantes, s3o perdidos nos
efluentes industriais (FU; VIRARAGHAVAN, 2001). Os corantes s3o o0s principais

contaminantes detectados nos efluentes industriais e, uma pequena por¢do destes na dgua (10-50



25

mg/L), é suficiente para que seus efeitos sejam visiveis, como a altera¢do na transparéncia e
solubilidade de gases na agua (CHUNG; STEVENS, 1993; CAMPOS et al., 2001).

Os azo corantes constituem uma grande classe de corantes sintéticos e sdo caracterizados
pela presenca de um ou mais grupamentos (-N=N-) ligados a sistemas aromaticos. Estes
representam cerca de 60% dos corantes atualmente utilizados no mundo, principalmente no
tingimento de fibras téxteis (KUNZ et al.,, 2002). Estes corantes contendo a fungdo azo-
aromaticos t€ém atraido grande aten¢@o, pois constituem o maior grupo de corantes organicos
produzidos mundialmente e, a biotransformacdo destes corantes, pode ser responsavel pela
forma¢do de aminas, benzidinas e outros compostos intermediarios com potencialidade
carginogéncia (CHAGAS; DURRANT, 2001).

As pesquisas de degradagdo de compostos quimicos t€ém mostrado varios microrganismos
extremamente versateis em degradar substidncias recalcitrantes. Os caminhos atuais da
biotecnologia indicam fungos basidiomicetos denominados “da podriddo branca da madeira”
como eficientes na degradagdo de grande variedade de compostos e eficientes na descoloragio,
com alto potencial de ag@o na recuperag@o de ambientes contaminados. Estudos demonstram que
a capacidade destes fungos em degradar corantes sintéticos esta relacionada, por similaridade
estrutural desses compostos, com a capacidade do mesmo em degradar a lignina por meio do seu
complexo enzimatico ligninolitico (CHET et al., 1985; KIRK, FARREL, 1987; DAVIS; BURNS,
1990).

Fungos de degradag@o branca s@o conhecidos por produzir as enzimas MnP, LiP e lacase
que sdo eficientes na biodegradagdo de corantes. Alguns deles produzem as trés enzimas,
enquanto outros produzem somente uma ou duas delas, dependendo do fungo (LEONOWICS et
al., 2001). Segundo Young e Yu (1997) a descoloracio do “Acid Orange-74” por P.

chrysosporium chega a 90% e ¢ catalisada pela LiP. Para o fungo Trametes versicolor, o segundo
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mais estudado depois do P. chrysosporium, a degradacdo ocorre por acdo da lacase
(SCHLOSSER et al., 1997). Tekere e outros (2001) estudaram diferentes linhagens de fungos de
degradacgdo branca para a descoloragdo de corantes e nenhuma delas apresentou atividade de LiP,
estando presente as atividades de lacase e MnP. Analisando o grau de descoloracdo de corantes,
os autores verificaram uma boa descoloragdo pelo isolado DSPM95 e T. versicolor, sendo que o
isolado DSPMO95, foi o que apresentou melhor taxa de descoloragdo de corante associado a alta
atividade de MnP e lacase.

O fungo Pleurotus pulmonarius descoloriu, in Vivo, corantes sintéticos estruturalmente
diferentes (azo, antraceno, trifenilmentano, heterociclico e polimérico). Segundo os autores, a
capacidade da cultura fungica em descolorir os corantes foi associada a alta produ¢do de lacase
pela linhagem (TYCHANOWICZ et al., 2004).

Linhagens de Phellinus gilvus, Phanerochaete chrysosporium, Pycnoporus sanguineus e
Pleurotus sajor-caju foram avaliadas quanto ao potencial de descolora¢do em cultura liquida
tendo como unica fonte de carbono o corante “indigo blue — CI Vat Blue I”’. A descoloracdo teve
inicio no primeiro dia de cultivo observando-se uma diminui¢do significativa no espectro de
absorbancia. Ao final de quatro dias, a descoloragdo foi de 100% quando usado P. gilvus. O uso
de P. chrysosporium levou uma redugido de 70%; de P. sanguineus, a 91% e de P. sajor-caju,
94% (BALAN; MONTEIRO, 2001).

Arora e Chander (2004) empregaram os basidiomicetos Phanerochaete chrysosporium,
Phlebia brevispora, Phlebia fascicularia e Phlebia floridensis na descolorag@o de varios corantes
¢ constataram que as espécies de Phlebia foram mais eficientes na degradagdo dos corantes
analisados que P. chrysosporium. “Coracryl pink” foi totalmente descolorido por todas as

linhagens de Phlebia em 2 horas, enquanto que P. chrysosporium levou 3 horas. “Reactive Red”
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foi mais eficientemente descolorido (100% em 3h) por P. brevispora do que por P.
chrysosporium, que descoloriu 44,3%, no mesmo tempo de reagdo.

Em outro trabalho também foram utilizados fungos basidiomicetos para a biodescolorag¢ao
de corantes comercialmente empregados por varias induastrias. Todas as linhagens testadas
descoloriram significativamente o “Poly R 478”. O corante “Coracryl green” foi 100%
descolorido pelas linhagens Dichomitus squalens, Irpex flavus, Phlebia fascicularia ¢ Phlebia
floridensis (CHANDER et al., 2004).

Couto ¢ colaboradores (2004) avaliaram o efeito do pH na descoloragdo in vitro de quatro
corantes estruturalmente diferentes (“Indigo Carmine”, “Methyl Orange”, “Bromophenol Blue” e
“Poly R-478”), por Trametes hirsuta, constatando que em pH 4,0 houve maior remog¢do da cor
dos corantes “Indigo Carmine” (100%) e “Methyl Orange” (70%) em 5 horas e “Poly R-478”
(21%) em 7 horas. O corante “Bromophenol Blue” foi totalmente degradado em 2 h em pH 4,0 e
5,0.

No estudo com Lentinus edodes, Boer e seus colaboradores (2004) compararam o tempo de
producdo de MnP com a habilidade de descoloragdo de dois corantes sintéticos “Poly R 478" e
“Remazol Brilliant Blue R” (RBBR). A descoloracdo méxima foi concomitante com o pico de
producdo de MnP de 2600 U/g em 12 dias de cultivo a 75 % de umidade.

Couto e Sanroman (2005b) avaliaram a capacidade do fungo Trametes hirsuta de descolorir
o corante “Lissamine Green B” nas condi¢des in vitro e in vivo. A descoloragdo in vitro foi de
66% em 12 horas, obtida com extrato enzimatico de culturas com 21 dias de fermentacdo. Os
autores observaram a maxima descoloragdo in vivo, a qual foi 96%, em 2,5 horas.

Os fungos Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum e Pleurotus calyptratus foram
utilizados para o estudo de descoloracdo dos corantes “Orange G” e “Remazol Brilliant Blue R”.

Todas as linhagens descoloriram ambos os corantes em 14 dias. |. resinosum removeu 95% do
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“Orange G” ¢ 98% do “Remazol Brilliant Blue R”, D. squalens promoveu 95% de descoloragio
do “Orange G” ¢ 90% do RBBR ¢ P. calyptratus removeu 91% da cor do “Orange G” ¢ 78% da
cor do “Remazol Brilliant Blue R”. No mesmo estudo, verificaram que a descoloragdo do
“Orange G” por l. resinosum e P. calyptratus foi promovida pela lacase e a descoloragdo do
RBBR foi efetuada pela MnP. Para D. squalens a lacase e a MnP cooperaram no processo de
descoloracdo (EICHLEROVA et al., 2005a).

Goméz e outros (2005) analisaram a habilidade do fungo Coriolopsis rigida em descolorir
trés corantes diferentes estruturalmente. Os resultados mostraram 100% de descoloragdo do
“Indigo Carmine”, depois de 4 horas de tratamento, enquanto “Methyl Green” e “Methyl azo”
foram mais resistentes, mostrando 90% a 80% de descoloracdo, respectivamente, depois de um
dia. Os autores observaram também que a linhagem estudada produz principalmente lacase.

Kamida e colaboradores (2005) empregaram os fungos basidiomicetos comestiveis
Pleurotus sajor-caju (CCB 020) (F2) e Pleurotus sajor-caju (PSC 94/03) (F6) na descoloragdo de
efluente liquido contendo corante indigo coletado da estagdo de tratamento de uma industria
téxtil. Os fungos foram inoculados em bagaco de cana-de-acticar contendo o efluente, sendo a
descoloragdo total observada aos 14 dias de incubagdo. Os autores verificaram também que as
linhagens apresentaram atividade em todo o periodo de incubagdo estudado, com pico de
produc¢do de lacase e MnP no 9° e 12° de cultivo, respectivamente, para ambas as linhagens.

Couto e outros (2005) observaram a descolorag¢do do “Sella Solid Red” e “ Luganil Green”
na presenca de trés mediadores o ABTS, HBT e RBBR e verificaram que os trés compostos
foram adequados como sistema de mediador para a lacase, observando uma descoloracdo de 88%
em 10 minutos para o corante “Sella Solid Red” e de 49% para o “Luganil Green” em 20

minutos.
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O fungo de degradagdo branca Trametes versicolor foi selecionado para a avaliagdo do
potencial de descoloracdo dos corantes “Reactive Blue 4” ¢ “Reactive Red 2 em reator continuo.
Os dois corantes apresentaram uma diminui¢do entre 70% a 85% no espectro de absorbancia pelo
fungo estudado (NILSSON et al., 20006).

Couto e Sanroman (2006a) analisaram a descoloragdo in vitro do “Nickel 1I”, “Lissamine
Green B” e “Acid Black 48” utilizando-se extrato bruto produzido por Trametes hirsuta em pH
3,0 ¢ 5,0. Em pH 5,0 houve pouca reducdo da cor dos corantes, entretanto o pH 3,0 houve
descoloragdo de 60%, 35% e 50%, para os respectivos corantes. Os autores citados acima relatam
que a principal enzima produzida pela linhagem de Trametes versicolor estudada, dependendo do
residuo empregado para o cultivo, foi a lacase, e que a melhor atuagdo em pH 4cido se deve ao
fato das espécies de Trametes secretarem lacases acido estaveis. Afirmaram também, que a
diferenca na porcentagem de descoloracdo indicou a especificidade da enzima em relagdo aos
corantes diferentes estruturalmente.

Couto e Sanroman (2006b) estudaram o efeito do mediador redox acido violurico na
descoloragdo de dois corantes recalcitrantes “Acid Red 97 e “Acid Green 26” pelo extrato bruto
de lacase obtida de culturas de Trametes hirsuta. O mediador foi mais eficiente na concentragio
de 2mM e 5SmM na descoloracdo do “Acid Red 97” (90%) sendo trés vezes maior que na
auséncia deste. Para o “Acid Green 26” a presenca do acido ndo influenciou na descoloragdo
demonstrando ser resistente degradacdo com 26% de descoloragio.

Kariminiaae-Hamedaani e colaboradores (2007) estudaram a descoloragdo de corantes azo
¢ antraquinona por uma nova linhagem isolada (L-25), sendo a MnP a principal enzima produzida
por este fungo. A eficiéncia da remocéo foi entre 84,9% a 99,6% dentre os corantes em 14 dias de

cultivo utilizando uma concentragdo inicial de 40 mg/L do corante.
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2 OBJETIVOS

b)

d)

Estudar a produgdo das ligninases (MnP, LiP e lacase) por cinco espécies de fungos
basidiomicetos Inonotus rickii, Chaetocalathus liliputianus, Dacryopinax elegans,
Lentinus strigellus e Pycnoporus sanguineus em farelo de trigo.

Avaliar a viabilidade do uso de residuos agricolas como farelo de trigo, bagaco de cana e
palha de arroz como substratos para o crescimento e producdo de ligninases pelas
linhagens de basidiomicetos selecionadas como melhores produtoras das enzimas.
Caracterizar os extratos enzimaticos brutos produzidos pelas linhagens quanto ao pH e
temperatura 6timos para as atividades das enzimas, e quanto a estabilidade das mesmas
frente as varia¢des de pH e temperatura, quando em auséncia de substrato.

Avaliar o potencial de a¢do das solugdes enzimaticas brutas dos fungos Lentinus strigellus
e Pycnoporus sanguineus sobre os corantes aromaticos com diferentes estruturas quimicas
(Laranja II, Crisofenina, Vermelho Reativo 120, Azul Cibacron 3GA, Azul Brilhante

Remazol R, Cristal Violeta, Azure B ¢ Azul de Metileno).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizados os fungos basidiomicetos Inonotus rickii, Chaetocalathus liliputianus,
Dacryopinax elegans, Lentinus strigellus e Pycnoporus sanguineus isolados por Xavier-Santos
(2003). Os fungos foram coletados sobre troncos e galhos de arvores em decomposi¢do, em dois
trechos de mata remanescente da Esta¢do Ecologica do Noroeste Paulista, nos municipios de Sdo
José do Rio Preto e Mirassol — SP.

Os isolados foram obtidos como culturas puras a partir de esporos ou por fragmento
micelial. As culturas estdo sendo mantidas pelo método Castellani (1939), em 6leo mineral e em

N liquido. (XAVIER-SANTOS, 2003).

3.2 Estudo das ligninases
3.2.1 Inéculo

As linhagens fungicas foram cultivadas em placas de Petri sobre o meio PDA (Potato
Dextrose Agar) da Oxoid, por 2 semanas a 27°C. Cortes da cultura miceliada foram utilizadas

como inoculo.

3.2.2 Cultivo para a producéo das enzimas
Os substratos utilizados para o cultivo das linhagens foram os residuos agricolas
lignocelulésicos, farelo de trigo, bagago de cana-de-agucar e palha de arroz. Primeiramente, as
cinco linhagens fingicas foram cultivadas somente em farelo de trigo e posteriormente, as
melhores produtoras foram cultivadas, além do farelo de trigo, em bagaco de cana-de-agucar e

palha de arroz.
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Os substratos foram lavados em agua destilada e secos a 65°C por 2 dias. Apods a secagem
os materiais foram transferidos para erlenmeyers de 250 ml, esterilizados em autoclave,
hidratados e suplementados até 70% de umidade com uma solu¢do de sulfato de amonio a 1% e
de sulfato de magnésio a 0,01%. A inoculacdo dos substratos foi feita por transferéncia de 1/8 da
cultura previamente miceliada em meio PDA em placa de Petri (15 cm), para cada 5g de
substrato a ser fermentado. A incubagdo foi feita a 27°C durante 5 semanas. Foram feitas trés
repetigdes das fermentagdes.

A cada sete dias, o material fermentado de um frasco erlenmeyer, foi suspendido em agua
destilada (8 mL/g de substrato fermentado), macerado e agitado por uma hora a 100 rpm, filtrado
a vacuo e centrifugado a 10000xg, a 10°C. O sobrenadante foi utilizado como solugdo enzimatica

bruta para os testes de atividade enzimatica.

3.2.3 Medida de atividade enzimatica
3.2.3.1 Manganés peroxidase (MnP)

A atividade de MnP na solug@o enzimatica bruta foi determinada a 30°C numa mistura de
reacdo composta de 0,8 mL de tampao lactato de sédio pH 3,0 (0,05M), 0,1 mL de solugdo de
MnSOy4 a 0,5mM e 0,1 mL da solugdo enzimatica bruta. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de
peroxido de hidrogénio (40 pM) e a absorbancia medida a 270nm. Uma unidade de atividade de
enzima foi definida como a quantidade de enzima necesséria para formar um pmol de Mn™ por
minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 8,1 10*/mol/cm (GLENN et al.,1986;
AITKEN; IRVINE, 1990). A atividade da MnP foi expressa em unidade de enzima por grama de
substrato lignocelulotitico (U/g). A reacdo de atividade enzimatica foi realizada em triplicata e os

dados apresentados correspondem a média das reagdes.
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3.2.3.2 Lignina peroxidase (LiP)

A atividade de LiP na solugdo enzimatica bruta foi determinada a 30°C numa mistura de
reacdo composta de 0,8 mL de tampao tartarato dissodico em pH 3,0 (0,05 M), 0,1 mL de solugao
de alcool veratrilico a 40mM ¢ 0,1 mL da solug¢do enzimatica bruta. A reagfo foi iniciada com a
adi¢do de perdxido de hidrogénio (0,2 mM) e o aumento da absorbancia, devido a oxidagdo do
alcool veratrilico, medido a 310 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar 1pmol de veratraldeido por minuto, utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 9,3 , 10°/mol/cm (TIEN; KIRK, 1988). A atividade da LiP foi
expressa em unidade de enzima por grama de substrato lignocelulotitico (U/g). A reagdo de
atividade enzimatica foi realizada em triplicata e os dados apresentados correspondem a média

das reagdes.

3.2.3.3 Lacase

A atividade de lacase foi determinada a 30°C usando 2,2”-azino-bisetilbenthiazolina
(ABTS) como substrato, em mistura contendo 0,8 mL de tampao acetato de sédio pH 5,0 (0,1M),
0,1 mL de solucdo de ABTS a 0,03% (p/v) e 0,1mL da solucdo enzimatica bruta (BUSWELL et
al., 1995). A oxidagdo do ABTS foi medida pelo monitoramento do aumento da absorbancia a
420 nm. Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1umol de ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de
3,6 « 10*/mol/cm para o ABTS oxidado (BOURBONNALIS; PAICE, 1988). A atividade da lacase
foi expressa em unidade de enzima por grama de substrato lignocelulotitico (U/g). A reagdo de
atividade enzimatica foi realizada em triplicata e os dados apresentados correspondem a média

das reagdes.
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3.2.3.4 Expressdo das unidades enzimaticas

As atividades enzimadticas foram expressas em U/g de material fermentado e os calculos
foram feitos de acordo com a equagao abaixo.
U (U/mL) = [(Abs/E)/VE,/1)]
U/g=U/mL 4 Va

Onde:

E = coeficiente de extingdo molar

Vi, = volume de enzima utilizado

T = tempo de reacdo

Va = volume de dgua adicionado ao meio fermentado

3.3 Caracterizacdo fisico-quimica das ligninases

Foi realizada a caracterizagdo de MnP e lacase produzidas pelos microrganismos estudados,
quanto ao pH e temperatura 6timos de atividade enzimatica. Foi feita também, a determinagdo da
estabilidade das enzimas frente as variagdes de pH e temperatura. Para este experimento o
Lentinus strigellus foi cultivado por uma semana e o Pycnoporus sanguineus por uma e duas

semanas nas mesmas condi¢des descritas no item 2.2.2.

3.3.1 Determinacéo do pH 6timo
O comportamento da atividade de MnP e lacase em func¢do do pH foi estudado realizando
a reagdo em pH variando de 2,5 a 7,0 e 2,0 a 7,0, respectivamente. Os tampoes utilizados foram:
Citrato-NaOH (pH 2,5 a 5,5) e Bis Tris-HCL (pH 5,5 a 7,0), para a MnP e Citrato-NaOH (2,0 a
3,0), Acetato (pH 3,0 a 5,5) e Citrato-fosfato (pH 5,5 a7,0), para a Lacase, em concentracdo de

0,2M.
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3.3.2 Determinacdo da temperatura 6tima
O efeito da temperatura sobre as atividades enzimadticas foi avaliado incubando-se as

misturas de reacdo em temperaturas de 25° a 70°C em pH determinado como 6timo.

3.3.3 Determinacdo da estabilidade frente as variagdes de pH
A estabilidade em diferentes valores de pH quando em auséncia de substrato, foi avaliada
incubando-se os extratos enzimaticos brutos em pH variando de 2,0 a 10,5 em tampdes: Citrato-
NaOH (pH 2,0 a 3,0 ),Acetato (pH 3,0 a 5,5), Citrato-fosfato (5,5 a 7,0), Tris-HCL (pH 7,0 a 8,5)
e Glicina-NaOH (pH 8,5 a 10,5) a 25°C por 24 horas na propor¢do de 1mL de tampao para cada
mL enzima bruta. Apos esse periodo, foram tomadas as amostras para determinacio da atividade

enzimatica residual, nas condi¢des de pH e temperaturas 6timos.

3.3.4 Determinacao da estabilidade térmica
As solugdes enzimaticas foram incubadas por uma hora, em auséncia de substrato, em
temperaturas que variaram de 30°C a 75°C em intervalos de 5°C. Apds esse periodo, foram
tomadas amostras das solug¢des incubadas para realiza¢do dos ensaios de atividade enzimatica nas

condi¢des 6timas de pH e temperatura.

3.4 Avaliagdo da agdo das enzimas sobre corantes aromaticos

Os extratos enzimaticos obtidos pelas culturas de Lentinus strigellus e Pycnoporus
sanguineus, em meio de farelo de trigo, no mesmo periodo de fermentagdo descrito (2.3) foram
avaliados quanto a capacidade de descorar os corantes: Laranja II, Crisofenina, Vermelho
Reativo 120, azul Cibacron 3GA, Azul Brilhante Remazol R, Cristal Violeta, Azure B ¢ Azul de

Metileno cujas propriedades quimicas sdo mostrados nas figuras de 5 a 12.
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Sinénimos: Acid Orange A, 4-(2-Hydroxy-1-naphthylazo), benzenesulfonic acid sodium salt,

Tropaeolin 000 No. 2 e Acid Orange 7.
Formula Molecular: Ci6H;1N2NaO4S

Peso Molecular: 350.32

Figura 5: Formula estrutural do corante Laranja II.

3.4.2 Crisofenina
Sinonimos: Direct Yellow 12, Crisofenina
Formula Molecular: C30H26N4Na,OgS,

Peso Molecular: 680.66

CH,CH,0 @NZN@CH

\SO3Na

Figura 6: Formula estrutural do corante Crisofenina.



3.4.3 Vermelho Reativo 120
Formula Molecular: C44H24C12N14Na602086

Peso Molecular: 1469.98

NaO3S SO3Na

NaO,S NN—@ @—NN SO,Na
0 OH s @NH HO O
O = oA Sl

NaO,S N:<Cl C1>:N SO,Na

Figura 7: Formula estrutural do corante Vermelho Reativo 120.

3.4.4 Azul Cibacron 3GA
Formula Molecular: C29H20C1N701183

Peso Molecular: 774.16

SO3Na

Figura 8: Formula estrutural do corante Azul Cibacron 3GA.
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3.4.5 Azul Brilhante Remazol R
Formula Molecular: C22H16N2N3.201 1 S3

Peso Molecular: 626,56

O NH,
SO,Na
oy
O NH
“~S0,CH,CH,0S0,Na

Figura 9: Formula estrutural do corante RBBR

3.4.6 Cristal Violeta
Formula Molecular: C,sH30CIN3

Peso Molecular: 407.98

CH3\+/CH3
N
Cl
C
CH,_ 0 \©\ _CH,
ITI N
CH, (le

3

Figura 10: Férmula estrutural do corante Cristal Violeta.
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3.4.7 Azure B
Formula Molecular: C;sH;6CIN3S

Peso Molecular: 305.83

Cl”

N
7’
L
CH,N S NCH,+

3
I

CH,

Figura 11: Formula estrutural do corante Azure B.

3.4.8 Azul de Metileno
Formula Molecular: C;¢H;3CIN3S- 3H,0

Peso Molecular: 373.90

/N Cl”
CH3N/<I\S D% . XH20

Il\ICH3+
3 CH

Figura 12: Férmula estrutural do corante Azul de Metileno.
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3.4.9 Comprimento de onda e concentragao dos corantes
Antes dos ensaios de descoloragdo cada corante foi submetido a uma varredura em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda (A) entre 200 e 800 nm para identificagdo do A de
maior absorbancia. Utilizando-se o comprimento de onda de absor¢do méxima de cada corante,
foram realizados os testes para verificacdo da concentragdo do corante mais adequada para leitura

no espectrofotdmetro.

3.4.10 Temperatura e pH
A temperatura utilizada para os ensaios de descoloragdo foi de 25°C e os pH testados

foram o 4cido (tampao acetato pH 3,5) e o neutro (tampao tris-HCI pH 7,0).

3.4.11 Tempo de incubacéo
As amostras da mistura de reacdo foram incubadas durante 30 minutos, 6, 24 ¢ 48 horas

nos experimentos de descoloragdo em presenca e em auséncia dos substratos das ligninases.

3.4.12 Mistura de reacgado
Nos ensaios de descoloracdo foram utilizados: 0,8 mL do corante a ser testado na
concentragdo previamente definida (item 3.4.9), 0,1 mL de solug¢do enzimatica bruta, 0,1 mL de
tampao a ser testado (item 3.4.10) a 0,5 M (pH 3,5 ou 7,0) e 0,01 mL de peroxido de hidrogénio
40 pM. Foram feitos dois controles para cada ensaio de descoloragdo. No primeiro substituiu-se a

enzima por dgua e no segundo, manteve-se o volume da enzima, tampao e substituiu-se o corante

por agua.
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3.4.13 Ensaios com substratos enzimaticos
Foi testada a influéncia dos substratos das enzimas utilizados nos ensaios enzimaticos de
MnP e lacase sobre descoloragdo dos corantes. A mistura de reagdo continha: 0,7 mL de corante,
0,1 mL solu¢do enzimatica bruta, 0,1mL de tampao, 0,01lmL de perdxido de hidrogénio 40 pM e

0,ImL dos substratos sulfato de manganés (0,5 mM) ou ABTS (0,03% p/v).

3.4.14 Ensaios enzimaticos
Simultaneamente aos experimentos de descoloragdo, foram realizados os testes de
atividade enzimatica de MnP e lacase para quantificar a enzima presente no extrato bruto no
momento da descoloragdo. A atividade foi determinada no pH e temperatura 6timos de cada

enzima de acordo com a metodologia.

3.4.15 Calculo da descoloracao

Os célculos para quantificagdo do grau de descoloragdo foram feitos a partir da relagdo de
porcentagem feita entre as absorbancias dos controles e reagao.

P absR =100 x Abs R/ Abs C
Onde:

P absR = Porcentagem de absor¢do da reagdo de descoloracio

Abs R = Absorbancia da rea¢do de descoloracdo

Abs C = Absorbancia do controle

% Descolora¢do = 100 — P absR
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo de ligninases em farelo de trigo para sele¢do das linhagens.

Foram testadas as atividades de ligninases (MnP, LiP e lacase) em meio contendo farelo
de trigo, cultivado com cinco espécies de fungos basidiomicetos: Inonotus rickii, Chaetocalathus
liliputianus, Dacryopinax elegans, Lentinus strigellus e Pycnoporus sanguineus, por cinco

s€manas.

4.1.2 Inonotus rickii

A producdo das ligninases em fermentagdo em estado solido pelo fungo Inonotus rickii no
substrato farelo de trigo apresenta-se ilustrada na Figura 13-A. Observando-se os dados, pode-se
verificar que os maiores valores de atividades de MnP foram encontrados na primeira (1049 U/g),
segunda (1020 U/g) e terceira semanas (1045 U/g) de fermentacdo, havendo uma decréscimo de
producdo na quarta e quinta semanas.

A andlise das atividades de LiP apresentados na Figura 13-B, indica que o pico de
atividade ocorreu na terceira semana de cultivo (269 U/g), mas sendo encontrado ainda na quarta
semana uma atividade consideravel da enzima (220 U/g).

Quanto a lacase (Figura 13-C) as maiores producdes foram detectadas na primeira (511
U/g) e na terceira (498 U/g) semanas de fermentacdo. Nos demais periodos de cultivo amostrados
observou-se atividades bem inferiores a estas, sendo aproximadamente 50% menor que a do pico.

Para este microrganismo, a produ¢@o enzimatica para os trés tipos de ligninases estudados
(MnP, LiP e lacase), ficou em torno da terceira semana, possivelmente indicando ser este o

periodo com o melhor tempo de cultivo (3* semana) para se obter uma produgdo das trés enzimas.
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Figura 13: Efeito do tempo de cultivo sobre a produgio de ligninases por Inonotus rickii.
(A) atividade de MnP; (B) atividade de LiP e (C) atividade de Lacase.
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Os dados indicam que Inonotus ricki, produz as trés enzimas sendo um 6timo produtor de

MnP.

4.1.3 Chaetocalathus liliputianus

A Figura 14 mostra a produgdo de ligninases por Chaetocalathus liliputianus, em
fermentacdo em estado sélido no substrato farelo de trigo.

Analisando-se a produgdo de MnP (Figura 14-A), verifica-se dois picos de atividade da
enzima na terceira (1877 U/g) e na quinta semanas (1863 U/g). Os valores encontrados na
segunda (1426 U/g) e quarta (1453 U/g) semanas também se mostraram significativos, enquanto
que na primeira semana, a atividade foi bem inferior (848 U/g).

Na Figura 14-B, verifica-se que a produgdo de LiP foi maior na primeira semana (308
U/g). Nas semanas posteriores houve um decréscimo da atividade enzimatica até a terceira
semana, sendo que na quarta semana ocorreu um aumento e, novamente, na quinta semana houve
um decréscimo enzimatico.

A producdo de lacase mostrada na Figura 14-C apresenta também dois picos de atividade,
sendo um na segunda semana (108 U/g) e o outro na quarta semana (105 U/g). Nas demais
semanas a produgdo foi bem inferior (1* sem. = 53 U/g e 5%sem. = 11 U/g), sendo que na terceira

semana ndo foi detectada nenhuma atividade.
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Figura 14: Efeito do tempo de cultivo sobre a producio de ligninases por Chaetocalathus

liliputianus.
(A)atividade de MnP; (B) atividade de LiP e (C) atividade de Lacase.
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4.1.4 Dacryopinax elegans

A produgio de ligninases pela espécie Dacryopinax elegans em fermentagdo em estado
solido tendo como substrato o farelo de trigo, ¢ mostrada na Figura 15.

Pode-se observar na Figura 15-A uma o6tima produg¢do de MnP. A atividade da enzima
manteve-se em torno de 3000 U/g ao longo do periodo fermentativo estudado, com pico de
atividade na primeira semana (3846 U/g), decrescendo nas duas semanas seguintes (3673 U/g e
3371 Ulg, respectivamente) e voltando a aumentar na quarta semana (3481 U/g). A segunda
maior produgd@o da enzima foi na quinta semana (3686 U/g).

A anélise da Figura 15-B, mostra a producdo de LiP com maior atividade na primeira
semana (586 U/g) e um decréscimo gradativo com o decorrer do tempo de cultivo (452 U/g, 321
U/g, 301 U/g e 220 U/g, respectivamente para segunda, terceira, quarta e quinta semanas).

Para a lacase (Figura 15-C), o pico de atividade foi na segunda semana (442 U/g) caindo
na terceira semana (299 U/g), ndo sendo detectada a atividade da enzima nas duas ultimas

sémanas.

4.1.5 Lentinus strigellus
A Figura 16 ilustra a produgdo de ligninases pela espécie Lentinus strigellus, em
fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de trigo.
A Figura 16-A mostra a atividade de MnP que sofreu pouca variagdo no decorrer do
periodo de 5 semanas de cultivo, com média de atividade em torno de 1600 U/g. A atividade na
primeira semana foi 1584 U/g, aumentando na segunda semana para 1870 U/g. O pico de

atividade desta enzima foi na terceira semana com uma producdo de 1932 U/g.
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A atividade de LiP (Figura 16-B) iniciou com 188 U/g na primeira semana de cultivo e
diminuindo para 183 U/g na segunda semana. A maior atividade foi de 418 U/g obtida na terceira
semana, coincidindo com o maximo de produg¢do de MnP. A partir dai houve uma diminuigao
(404 U/g e 345 U/g, respectivamente) na quarta e quinta semana.

Observando a Figura 16-C verifica-se uma o6tima produgdo de lacase. Sendo que a mais
expressiva atividade foi obtida na primeira semana (47980 U/g) do processo. As demais semanas

tiveram uma brusca redugao da atividade (5149 U/g, 2685 U/g, 114 U/g e 5646 U/g).

4.1.6 Pycnoporus sanguineus

Pode-se observar na Figura 17 a producdo de ligninases em farelo de trigo em
fermentagdo em estado sdlido pelo fungo Pycnoporus sanguineus.

A produgdo da enzima MnP estd demonstrada na Figura 17-A, onde verifica-se o pico de
atividade de 2306 U/g primeira semana de cultivo. Nas demais semanas a produ¢do ndo se
alterou muito (1680 U/g, 1834 U/g, 1949 U/g e 1639 U/g de atividade, respectivamente, na
segunda, terceira, quarta € quinta semanas).

Na Figura 17-B pode ser vista a atividade de LiP que iniciou com 226 U/g, aumentando
para 313 U/g na segunda semana e atingindo atividade méaxima de 407 U/g na terceira semana.
Na quarta (300 U/g) e na quinta semana (195 U/g) houve decréscimo na produgio.

Quanto a lacase (Figura 17-C) houve uma o6tima produg¢do da enzima. Ja na primeira
semana, a atividade atingiu 66173 U/g, aumentando para 81386 U/g na segunda semana. O
primeiro pico de atividade com 93226 U/g foi na terceira semana, diminuindo para 51120 U/g na
quarta semana e voltando a aumentar na quinta semana determinando o segundo pico de

atividade de 97880 U/g.
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Apesar dos resultados terem sido apresentados e discutidos anteriormente sendo a enzima
expressa em unidade por grama de substrato solido seco, a conversdo em unidades por mililitros
de solugdo enzimatica ¢ possivel, visto que foi obtido um determinado volume de solugdo de
enzima bruta apds a suspensdo do material em agua. Essa conversdo se faz necessdria para a
comparagdo com outros dados da literatura, os quais, s30 em sua grande maioria, expressos em
U/mL.

Os dados apresentados mostraram que as cinco espécies de basidiomicetos estudadas:
Inonotus rickii, Dacryopinax elegans, Pycnoporus sanguineus, Chaetocalathus liliputians e
Lentinus strigellus sdo excelentes produtoras de MnP, visto que produziram 131,2 U/mL (1049
U/g), 480,8 U/mL (3846 U/g) e 288,3 U/mL (2306 U/g) em sete dias de cultivo, 234,6 U/mL
(1877 U/g) e 241,6 U/mL (1932 U/g) em 21 dias de cultivo, respectivamente. Isso pode ser
confirmado pela comparagido com dados da literatura.

Tabela 2: Conversido da atividade de MnP em U/mL.

Fungo U/g U/mL
Inonotus ricki 1049 131,2
Chaetocalathus liliputianus 1877 234.,6
Dacryopinax elegans 3846 480,6
Lentinus strigellus 1932 241,6
Pycnoporus sanguineus 2306 288,3

Hatvani e Mécs (2001) mostram que Lentinus edodes produziu 1,5 U/mL de MnP, tendo
usado como substrato uma mistura de residuo de maltagem (do processo de fabricagdo da cerveja),
serragem de carvalho e perlito (vidro vulcanico utilizado para aerar o meio) por sete dias de

cultivo. No trabalho realizado por Fujian e outros (2001), foi desenvolvido um perfil de produgéo
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de MnP em condi¢des 6timas utilizando-se meio contendo palha explodida em vapor e farelo de
trigo, sendo a atividade méxima atingida de 1,3 U/mL em cinco dias de cultivo.

Arora e colaboradores (2002) avaliaram a producdo de MnP por sete linhagens de
basidiomicetos pela de fermentagdo em estado sélido utilizando palha de trigo como substrato em
um periodo de 32 dias de cultivo. A producdo mais significativa de MnP foi 29,8 U/mL (238 U/g)
obtida pelo Phlebia radiata. O fungo de degradagdo branca Pleurotus ostreatus foi cultivado em
palha de trigo para a produgdo de MnP. Os autores observaram que o pico de atividade da enzima
foi 0,006 U/mL no sétimo dia de cultivo (SHRIVASTAVA et al., 2005).

No caso da lacase, houve uma 6tima produgido somente nas espécies Lentinus strigellus e
Pycnoporus sanguineus, indicando que sdo excelentes produtores desta enzima. Para o fungo L.
strigellus observou-se uma maior produgdo no sétimo dia de cultivo com 5997,5 U/mL. A
atividade mostrou ser pouco estavel, e rapidamente a produgdo da enzima foi reduzida em 89% do
valor maximo. Ja para o P. sanguineus verificou-se quantidades ainda maiores da enzima na
quinta semana de fermentacdo atingindo 12235 U/mL (97880 U/g). Ao contrario da espécie L.
strigellus, os niveis de atividade enzimatica pelo P. sanguineus mantiveram-se elevados ao longo
dos 35 dias de cultivo.

Os resultados apresentados para a lacase sdo superiores que os mostrados pela literatura.
Couto e outros (2000) avaliaram a produ¢do de lacase por fermentagdo em estado solido pelo
fungo P. chrysosporium sobre particulas de poliuretano, tendo como atividade maxima 0,1 U/mL
(0,8 U/g) no sexto dia de cultivo. No trabalho de Souza e colaboradores (2004), os autores
observaram que Pleurotus pulmonarius produziu 2500 U/mL (20000 U/g) em meio de farelo de
trigo a 85% de umidade em 12 dias de fermentacéo.

Em outro trabalho, também com o fungo Pleurotus pulmonarius, foi estudada a producio

de lacase por FES utilizando-se espiga de milho. Foram comparadas duas suplementag¢des do meio
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de cultura: uma com glicose e tartarato de amonio e outra com compostos fendlicos (acido
ferulico, 2,5-xilidina e alcool veratrilico). A melhor producdo foi observada para o meio contendo
os compostos fendlicos obtendo 430 U/mL (3440 U/g), e para o outro meio, a produgdo foi menor
180 U/mL (1440 U/g), ambos em seis dias de cultivo (TYCHANOWICZ et al., 2004).

O potencial da polpa de coco como matéria prima para a producdo de lacase pelo fungo de
degradagdo branca Trametes hirsuta foi investigado. A atividade maxima da cultura controle
obteve 0,01 U/mL (0,08U/g) em 24 dias de cultivo. J& o meio suplementado com sulfato de cobre
a produgdo aumentou para 0,05 U/mL (0,4 U/g) em 22 dias de fermentagdo (COUTO;
SANROMAN, 2005b). Meza e outros (2005) estudaram a producio de lacase por Pycnoporus
cinnabarinus em uma coluna com bagago de cana-de-acucar e a influéncia da adigdo de vapor de
etanol como indutor da enzima. A méaxima atividade de lacase foi 90U/g na concentragdo 7 gm™
em 14 dias de cultivo.

Em todas as linhagens nao foram detectados niveis de LiP muito significativos, durante as
trés repeticdes dos experimentos, mostrando que essas linhagens nido sdo boas produtoras desta
enzima.

Diferentes fungos de degradag@o branca produzem diferentes combinacdes das enzimas do
complexo ligninolitico: alguns produzem LiP e MnP, outros MnP e lacase, ou LiP e lacase e
ainda, fungos que ndo produzem LiP nem MnP, mas somente lacase e outras enzimas
(HATTAKKA, 1994; BALAN; MONTEIRO, 2001). A presenca de atividade de MnP e lacase, de
acordo com os resultados obtidos em outras pesquisas, apontaram ser a producdo combinada
destas duas enzimas a forma mais comum de expressdo dentre os fungos de degradagdo branca
(PELAEZ et al., 1995; NERUD; MISURCOVA, 1996). Além disso, sugerem que a atividade de
MnP e/ou lacase podem ser suficientes na degradacdo da lignina em alguns fungos (NERUD,

1996). Em outro estudo de enzimas ligninoliticas com outros fungos de degradacdo branca
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também concluem que alta atividade de LiP é dependente das condi¢des da cultura e/ou da
linhagem relacionada (NERUD; MISURCOVA, 1996).

Pesquisas com varias espécies de Ganoderma detectaram genes que codificam a LiP,
porém nenhum autor detectou a atividade da enzima pelas linhagens, demonstrando que essas
espécies tem potencial genético, mas a producdo de LiP em alguns fungos de degradagdo branca
necessitam de indugdo do meio de cultura (D’SOUZA et al., 1999; VARELA et al., 2000; SILVA

et al., 2005).
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4.2 Estudo da producéo de ligninases pelas linhagens selecionadas.

Dentre as linhagens de basidiomicetos testadas, as espécies Lentinus strigellus e Pycnoporus
sanguineus foram selecionadas para os estudos posteriores nos quais outros residuos agricolas
foram avaliados como substrato. Pela anélise da Figura 18, pode-se observar que todos os fungos
mostraram-se produtores de MnP. Nenhum dos microrganismos utilizados no trabalho
apresentaram niveis significantes de LiP Apenas as espécies L. strigellus e P. sanguineus
produziram boa quantidade de lacase. O critério de selecdo destes basidiomicetos foi o de escolher
aquele fungo que produziu simultaneamente o maior nimero de enzimas do complexo

ligninolitico. Portanto, as espécies escolhidas para os estudos posteriores foram L. strigellus e P.

sanguineus.
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Figura 18: Produgédo de ligninases pelas cinco linhagens de basidiomicetos.
Legenda: 1) Inonotus rickii; 2) Chaetocalathus liliputianus; 3) Dacryopinax elegans;
4) Lentinus strigellus ¢ 5) Pycnoporus sanguineus.
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4.3 Producéo de ligninases nos diferentes substratos

Foi avaliada a producdo de ligninases (MnP e lacase) em bagaco de cana-de-acucar, farelo
de trigo e palha de arroz, pelas duas linhagens selecionadas, (Lentinus strigellus e Pycnoporus

sanguineus). O processo de fermentacdo foi realizado por cinco semanas.

4.3.1 Lentinus strigellus

A Figura 19 ilustra a producdo de ligninases em fermentacdo sdlida, pela espécie L.
strigellus, nos diferentes substratos.

Analisando-se os dados da Figura 19-A, pode se verificar que a atividade de MnP foi maior
em farelo de trigo, com pico de produgdo na primeira semana de fermentacdo (1943 U/g), porém,
uma segunda melhor atividade aparece na quarta semana (557 U/g). A atividade maxima em palha
de arroz foi coincidente com o primeiro pico obtido em farelo de trigo, embora com menor
atividade da enzima (476 U/g). Em baga¢o de cana-de-acucar, a producdo de MnP foi baixa (284
U/g), na segunda semana.

A analise da atividade de lacase (Figura 19-B), mostra que a maior producdo foi detectada
em farelo de trigo em amostras coletadas na primeira semana de fermentagdo (35148 U/g). O
mesmo aconteceu para a palha de arroz, sendo a maior atividade revelada na primeira semana
(8820 U/g). Em meio constituido por bagago de cana-de-agticar a melhor atividade foi observada
na segunda semana (550 U/g), entretanto, ao ser comparada esta atividade com os demais

substratos utilizados, esta produ¢do mostrou-se ndo significativa.
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Figura 19: Efeito do tempo e do meio de cultivo sobre a produgdo de ligninases pelo fungo
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4.3.2 Pycnoporus sanguineus

A produgdo de ligninases em fermentacdo em estado solido pela espécie P. sanguineus, ¢é
mostrada na Figura 20. Pode-se observar que a atividade enzimatica de MnP (Figura 20-A), foi
maior em farelo de trigo, sendo o pico de producdo na primeira semana (1099 U/g). Entretanto,
uma produgdo razoavel da enzima também foi obtida em meio de palha de arroz (575 U/g) nesse
mesmo periodo de fermentacdo. Em meio constituido por bagaco de cana-de-agucar a atividade de
MnP foi muito baixa (237 U/g).

Pode-se verificar na Figura 20-B que a produgdo de lacase manteve-se constante entre a
segunda, terceira e a quarta semana, sendo este ultimo o melhor pico de atividade (97360 U/g). Ja
as atividades nos meios palha de arroz (3949 U/g) e bagago de cana-de-agucar (11850 U/g) ndo
foram expressivas como no meio contendo farelo de trigo.

Em relagdo as atividades maximas das enzimas, L. strigellus apresentou pico de producio
de MnP no mesmo periodo que P. sanguineus, apesar disso, a atividade enzimatica do primeiro foi
aproximadamente 43% maior que o segundo. No caso da lacase ocorreu o inverso, para o P.
sanguineus a produg¢do foi quase trés vezes maior comparando-se com a espécie L. strigellus, no
entanto, em periodos de cultivos diferentes.

Ao comparar os resultados obtidos de atividade enzimatica das ligninases dos dois fungos
nos substratos utilizados, os resultados indicaram que o farelo de trigo foi um 6timo indutor de
ligninases, pois foi o meio de cultivo que possibilitou uma producéo significativa de MnP e lacase
pelos fungos estudados. A elevada habilidade do farelo de trigo em induzir a produgdo de lacase
pode ser relacionada com a abundancia de estruturas fenolicas que este composto possui, ja que
estruturas com anéis aromaticos sdo conhecidos como indutores dessa enzima (ZILLY et al.,

2001). A palha de arroz, entretanto, também levou a producdo consideravel das enzimas.
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Figura 20: Efeito do tempo e do meio de cultivo sobre a produ¢do de ligninases pelo fungo
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Os resultados obtidos permitem concluir que L. strigellus e P. sanguineus sdo otimos
produtores de MnP, tendo produzido 242,9 U/mL (1943 U/g) e 137,4 U/mL (1099 U/g), em sete
dias de cultivo, respectivamente. Comparando-se com dados de outros autores, a boa produgao por
esses fungos ¢ ainda mais evidente. Gongalves e outros (1998) analisaram sete linhagens de Panus
tigrinus quanto a producdo de MnP por fermentagdo em estado solido utilizando bagago de cana-
de-agtcar, sendo que a maior atividade (0,01 U/mL) foi observada somente em duas linhagens
FTPT- 4743 e FTPT-4744, num processo de 10 dias. Em outro trabalho, Kapich e colaboradores
(2004), investigaram a produgdo da ligninase MnP pelo microrganismo P. chrysosporium ME-
446, utilizando-se de um meio liquido suplementado com farelo de trigo de diferentes regides
geograficas (Africa do Sul, Espanha, Alemanha e Finlandia). A atividade maxima foi obtida pelo
farelo de trigo da Espanha (0,58 U/mL), em dois dias de cultivo. Urek e Pazarlioglu (2004),
avaliaram o tempo de produ¢do de MnP por outra linhagem de P. chrysosporium em FES
utilizando espuma de poliestireno como suporte inerte, sendo observado o pico de atividade (0,421
U/mL) no sexto dia de cultivo.

A produgdo descrita nesse trabalho, s6 encontra semelhanga com o dados de Boer e outros
(2004), onde foram analisados meios de cultura com diferentes teores de umidade (75%, 80% e
83%). O fungo Lentinus edodes produziu, respectivamente a concentracdo de agua citada
anteriormente 2600 U/g, 2000 U/g e 1470 U/g de MnP, em 12 dias de cultivo, nas respectivas
umidades.

Em relagdo a lacase, também houve uma boa produg¢ao tanto para L. strigellus (4393 U/mL),
quanto para o P. sanguineus (12170 U/mL) em farelo de trigo. Os resultados sdo confirmados ao
se comparar com dados da literatura. Segundo Arora e Gill (2001), o farelo de trigo foi indutor das

lacases produzidas por D. flavida, P. brevispora, P. radiata e P. sanguineus.
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Couto e colaboradores (2002) estudaram a produgdo de lacase pelo fungo Trametes
versicolor na condi¢do de fermentagdo em estado sélido onde foram analisados varios substratos,
dentre eles, particulas de poliuretano (suporte inerte), palha de trigo, palha de cevada, fragmentos
de serragem e farelo de cevada como suporte ndo inerte. Sendo este tltimo o meio que possibilitou
niveis de atividade maxima (1,15 U/mL) em 18 dias de cultivo.

Goémes e outros (2005) estudaram a produgdo de lacase por Coriolopsis rigida em casca de
castanha e farelo de cevada por fermentacdo em estado sélido, em meios com e sem
suplementacdo com sulfato de cobre. Os autores verificaram atividades de 0,96 U/mL em 12 dias
de fermentagdo para o meio contendo casca de castanha com sulfato de cobre e 18 U/mL em meio
de farelo de cevada também enriquecido com sulfato de cobre em 25 dias de cultivo.

Residuos da fruta kiwi foram utilizados como substrato para a otimizagdo da produgdo de
lacase por uma linhagem de Trametes hirsuta, sendo obtido a maior atividade (5,4 U/mL) em meio
contendo uma concentra¢do 0,150 g/L. de amonio e 2,5 g de residuo de kiwi pré-tratado em 13
dias de cultivo (ROSALES et al., 2005).

Vikineswary e colaboradores (2006) estudaram a viabilidade do aproveitamento de residuos
agro-industriais como substrato para a produgdo de lacase pelo fungo P.sanguineus em FES.
Utilizaram trés agro-residuos: “Hampas” (subproduto gerado da palmeira Metroxylon sagu depois
da extracdo do amido), OPFPt ( bagagco do processamento do 6leo da palmeira) e serragem da
madeira de seringueira. A atividade méxima da enzima utilizando “hampas” e “OPFPt” como
substrato foi 7,6 U/g e 7,5 U/g respectivamente, em 11 dias de cultivo. Ja a produg@o em serragem
de seringueira foi menor (5,7 U/g) nas mesmas condi¢des de fermentagao.

Em outro trabalho, Couto ¢ Sanroman (2006) analisaram o potencial da casca e da semente
de amendoim suplementado com sulfato de cobre (2mM) para a produgdo de lacase por Trametes

hirsuta em FES em erlenmeyer durante 30 dias a 30°C e 90% de umidade. O melhor meio foi a
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semente de amendoim, sendo a atividade maxima da enzima (0,0042 U/mL) observada no 14° dia

de cultivo.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica das ligninases

A caracterizagdo da MnP produzida pelos dois fungos foi realizada a partir das solugdes
enzimaticas brutas extraidas na primeira semana de cultivo. Os ensaios para lacase de L. strigellus
e P. sanguineus foram realizados com solug¢des enzimaticas brutas obtidas na primeira e na

segunda semanas de fermentag@o, respectivamente.

4.4.1 Determinacao do pH 6timo para a atividade das enzimas

4.4.1.1 Lentinus strigellus

Na Figura 21-A pode-se observar que a MnP produzida por L. strigellus apresentou a
maior atividade na faixa de pH compreendida entre 2,5 e 4,5 com maximo em pH 3,0. A partir do
pH 4,5 observou-se um declinio na atividade desta enzima, até a reducdo de 50% da atividade em
pH 7,0.

Para a lacase de L. strigellus a faixa de pH ficou entre 2,0 e 3,0, tendo o pico da atividade
em pH 2,5. Sendo que, a partir do pH 3,5 houve uma queda acentuada na atividade desta enzima,
chegando a uma redu¢do de 90% da atividade em pH 4,5. Nao foi encontrada atividade em pH

maior do que 5,0 (Figura 21-B).
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Figura 21: Efeito do pH sobre a atividade das ligninases produzidas por Lentinus strigellus.
Tampdes utilizados para MnP: Citrato-NaOH (pH 2,5 a 5,5) e Bis Tris-HCI (pH 5,5 a 7,0) ¢
para Lacase Citrato-NaOH (pH 2,0 a 3,0), Acetato (pH 3,0 a 5,5) e Citrato-fosfato (pH 5,5 a

7,0).

(A) Atividade de MnP e (B) Atividade de Lacase

63



64

4.4.1.2 Pycnoporus sanguineus

A Figura 22-A representa a atividade de MnP produzida por P. sanguineus, a qual
apresentou pH 6timo em 3,5. Porém, esta enzima manteve uma atividade consideravel entre uma
ampla faixa de pH (2,5 ¢ 5,9).

A lacase produzida pelo fungo P. sanguineus (Figura 22-B) também mostrou maxima
atividade em pH 4cido (3,0), havendo um decréscimo da atividade da enzima a partir deste valor
de pH, chegando a uma redu¢@o de aproximadamente 85% em pH 5,5. Nao foi detectada atividade
em pH maior que 6,0.

Pode-se observar que para as enzimas de ambos os fungos, L. strigellus e P. sanguineus, os
perfis de atividade tanto das MnPs quanto das lacases, apresentaram algumas semelhangas entre si
quando submetidos as variacdes de pH. As MnPs de L. strigellus e a de P. sanguineus
apresentaram ambas pH acido (3,0 e 3,5), com declinio da atividade at¢ pH 7,0 e 7,5,
respectivamente. As lacases também mostraram pH o6timo 4cido, ndo sendo mais encontrada

atividade nos pHs 5,0 e 6,0, respectivamente.
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4.4.2 Determinacdo da temperatura 6tima para a atividade das enzimas

4.4.2.1 Lentinus strigellus
A MnP produzida pela linhagem L. strigellus teve um aumento gradativo da atividade
enzimatica entre a temperatura de 25°C e 40°C, sendo o pico de atividade observado em 40°C. A
70°C a enzima ainda apresentou 54 % de sua atividade (Figura 23-A).
Na Figura 23-B observa-se que a maxima atividade de lacase de L. strigellus ficou entre 50 e
55°C. A 60°C foi observada ainda 70% da atividade. A atividade da enzima nio foi expressiva nas

temperaturas abaixo de 50°C e acima de 60°C.

4.4.2.2 Pycnoporus sanguineus

Observando a Figura 24-A, verifica-se um aumento da atividade de MnP produzida por P.
sanguineus a partir de 30°C, chegando a maxima atividade na temperatura de 40°C. A 70°C a
enzima ainda manteve 59% de atividade.

Quanto a lacase de P. sanguineus (Figura 24-B), a faixa de temperatura 6tima foi encontrada
entre 60°C a 70°C, apresentando acima dessa temperatura uma queda de atividade até uma
redugdo de 80% da atividade da enzima a 85°C.

Analisando-se os dados obtidos, verifica-se que as MnPs produzidas tanto por L. strigellus
quanto por P. sanguineus tiveram temperatura 6tima de 40°C e ambas conservaram mais de 50%
da atividade a 70°C. Para as lacases observa-se comportamentos diferentes para as duas linhagens
estudadas, pois para o fungo L. strigellus ndo foi detectada atividade significativa fora da faixa
6tima da enzima. Ja para a espécie P. sanguineus, a lacase manteve uma ampla faixa de atividade
com relagdo a temperatura. Entretanto, as duas lacases apresentaram atividades 6timas acima de

55°C.
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4.4.3 Efeito do pH sobre a estabilidade das ligninases

4.4.3.1 Lentinus strigellus

As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com o pH e temperatura 6timos
para cada uma das enzimas das linhagens fungicas estudadas.

Analisando-se a Figura 25-A referente a estabilidade da enzima MnP produzida por L.
strigellus frente a variagdo de pH ap6s 24h a 25°C, verifica-se que a enzima mostrou-se estavel
praticamente ao longo de toda a faixa de pH estudada, porém com uma ativa¢do em pH entre 2,5 a
4,0.

A lacase da espécie L. strigellus (Figura 25-B) apresentou a estabilidade maxima em pH

neutro (7,0), preservando em 80% a atividade original na faixa de pH entre 5,5 a 8,0.

4.4.3.2 Pycnoporus sanguineus
Quanto a estabilidade com relacdo a variagdo de pH da MnP produzida pela linhagem P.
sanguineus também observou-se 100% da atividade enzimatica em toda a faixa de pH estudada,
sendo observada uma ativacdo da enzima em pH 3,5 (Figura 26-A).
Ja para a lacase da linhagem P. sanguineus observou-se um aumento gradativo da
estabilidade a partir do pH 3,0, e com maxima estabilidade na faixa de pH entre 7,5 a 8,0 (Figura

26-B).
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4.4.4 Efeito da temperatura sobre a estabilidade das ligninases

4.4.4.1 Lentinus strigellus
Pode-se observar na Figura 27-A que a MnP produzida pelo fungo L. strigellus preservou
mais de 80% de sua atividade original quando mantida em temperatura entre 30° e 40°C por uma
hora em auséncia de substrato. A caracteristica de termoestabilidade da enzima pode ser
confirmada pela preservagdo de 70% de sua atividade inicial mesmo ap6s 1 hora a 70°C.
A lacase da espécie L. strigellus apresentou mais de 90% de sua atividade original a 45°C,
havendo um decréscimo gradativo da estabilidade entre 50°¢ 65°C até inativa¢do a 70°C (Figura

27-B).

4.4.4.2 Pycnoporus sanguineus
A enzima MnP de P. sanguineus sofreu ativagdo ao ser incubada entre 15°C a 30°C e
manteve 80% de atividade até 75°C (Figura 28-A). A lacase produzida dessa linhagem foi estavel
em temperaturas entre 30°C e 45°C, preservando 50% de sua atividade a 65°C, sendo inativada a

75°C (Figura 28-B).
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Na tabela 3 é apresentado o resumo das caracteristicas fisico-quimicas das ligninases

produzidas por Lentinus strigellus e Pycnoporus sanguineus.

Tabela 3: Resumo das caracteristicas fisico-quimicas das ligninases.

Fungo Enzima pH Temperatura pH Temperatura
6timo 6tima (°C) estabilidade  estabilidade (°C)
L. strigellus MnP 3,0 40° 2,5-10,5 40°
Lacase 2,5 50°-55° 7,0 30° - 45°
P. sanguineus MnP 3,5 40° 2,5-10,5 15°-25°
Lacase 3,0 60°-70° 7.5 35°-45°

A MnP da linhagem Aspergillus terreus LD-1 foi caracterizada por Kanayama e
colaboradores (2002). O pH 6timo foi 12,5, sendo o pH de estabilidade na faixa de 11,0-12,5. As
temperaturas 6tima e de estabilidade foram de 37°C e 40°C, respectivamente. Caracteristica esta
distinta das enzimas MnPs produzidas pelas linhagens deste estudo e dos dados encontrados
comumente na literatura, onde o 6timo para quase todas as enzimas ligninoliticas se referem ao pH
acido.

Bonfa (2003) observou pH 6timo 5,0 para a MnP produzida por Coriolopsis byrsina,
apresentando estabilidade em pH 7,0. A temperatura Otima para a enzima foi a 30°C
permanecendo ainda com 90% de sua atividade apds incubacdo a 70°C por 1 hora. A
termoestabilidade relatada pelo autor para o C. byrsina é semelhante a mostrada neste estudo pelos
fungos L. strigellus e P. sanguineus que mantiveram 75% e 80% da atividade inicial da enzima a

70°C. O fungo Trichophyton rubrum LSK-27 produziu MnP com pH 6timo 4,5. A temperatura de
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estabilidade ficou entre 30-40°C. Segundo o autor, esta enzima possui alta termoestabilidade, pois
ndo perdeu a atividade a 40°C por 24 horas e reteve 80% da atividade original a 50°C por 10 horas
(BERMEK et al., 2004).

Urek e Pazarlioglu (2004) caracterizaram a MnP produzida pelo fungo Phanerochaete
chrysosporium. O pH 6timo foi de 4,5, mas diminuiu acentuadamente quando o pH diferiu do
valor 6timo. A enzima permaneceu estavel na regido de pH 4,5-6,0, sendo susceptivel a inativagao
em pH 6,5. A temperatura ficou em torno de 25-45°C e a estabilidade térmica foi de 40°C e a
65°C foi totalmente inativada. Estudos com o fungo Irpex lacteus mostraram que o pH 6timo da
enzima MnP foi em torno de 5,5-6,5 e sendo a enzima estavel em uma ampla faixa de pH (4,0-
7,0). A temperatura otima foi relativamente alta (50-60°C) e a enzima ndo foi ativa acima de
70°C. Entretanto, a estabilidade em temperaturas elevadas foi baixa perdendo rapidamente a
atividade a 65°C (BABOROVA et al., 2005).

A MnP de Lentinus edodes foi produzida em sabugo de milho em condi¢des de FES para
caracterizagdo da enzima. O pH e temperatura 6tima da MnP foi 4,5 e 40°C, respectivamente. A
enzima foi completamente estdvel em uma grande faixa de pH (entre 4,0 a 6,0) e ndo perdeu a
atividade a 40°C por 24 h e reteve 80% da atividade original a 45°C por 2 h (BOER et al., 2006).

J& para as lacases, os dados de caracterizacdo da enzima produzida por Trametes sanguinea
MS85-2 mostraram que o pH e temperatura 6tima foi 5,0 e 60°C, respectivamente. A enzima
manteve-se estavel em torno de pH 5,0 a 10,0 a 25°C por 1 dia e a estabilidade térmica foi a 70°C
por 10 minutos (NISHIZAWA et al., 1995). Min e colaboradores (2001) caracterizaram a lacase
produzida por Phellinus ribis. O pH 6timo para a oxidagdo do ABTS e seringaldazina foi obtido
em pH 5,0 e 6,0, respectivamente. A atividade 6tima para 2,6 dimetoxifenol foi observado em uma
ampla faixa entre pH 4,0 a 6,0. Quando a enzima foi incubada por 12 horas em pH 6,0 a 37°C a

atividade ndo foi alterada. Contudo, em pH 3,0 ocorre uma rapida diminui¢do da atividade. A
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temperatura 6tima foi a 65°C mantendo-se estavel durante a pré-incubagéo a 50°C por 90 minutos.
Pazarlioglu e colaboradores (2005), relataram pH e temperatura 6tima 4,5 e 35°C para a lacase de
Trametes versicolor.

O pH 6timo para a lacase de Trichophyton rubrum LKY-7 foi 3,0 e 3,5 para o ABTS ¢
guaiacol como substratos, respectivamente, mantendo-se mais estdvel em pH préoximo ao neutro
(5,0 a 7,0). A estabilidade térmica ocorreu a 50°C, mas foi rapidamente inativada em temperaturas
acima de 70°C (JUNG et al., 2002). A lacase de Pleurotus pulmonarius, estudada por Souza e
Peralta (2003), mostrou atividade 6tima a pH 6,2-6,5, 4,0-4,5 ¢ 6,0-8,0 para seringaldazina, ABTS
e guaiacol como substrato, respectivamente. Em todos os substratos a temperatura foi a 50°C. A
enzima foi estavel em uma ampla faixa de pH (4,5 a 8,0) e a 50°C.

A lacase de Peniophora sp mostrou atividade 6tima em pH 4,0, mantendo-se estavel em
pH 6,0 a 7,0. A atividade da enzima permanece inalterada em pH 6,0 depois de duas horas de
incubagdo de 40°C a 50°C. A 60°C, a atividade relativa foi de 74% em 5 horas (NIKU-
PAAVOLA et al., 2004). Kluczek-Turpeinen e outros (2003) relataram pH 6timo de 5,5 para a
lacase produzida pelo deuteromiceto Paecilomyces inflatus e temperatura 6tima entre 25°C e
40°C, com maximo em torno de 28°C. Ja o basidiomiceto Panus rudis produziu a lacase com pH
e temperatura 6tima de 3,5 e 60°C, respectivamente (ZHANG et al., 2006).

De acordo com a literatura a maioria das lacases fungicas sdo tipicamente ativas em pH
baixo e a temperatura 6tima fica geralmente em torno de 30°C a 60°C. A lacase de L. strigellus e
P. sanguineus mostraram melhor atividade em pH 2,5 e 3,0, respectivamente e a temperatura
Otima para a enzima do primeiro fungo ficou em torno de 50°C a 55°C, sendo estes resultados
confirmados com os dados ja publicados, embora a lacase de P. sanguineus demonstrou
temperatura Otima entre 60°C a 70°C. A enzima de P. sanguineus apresentou a mesma

temperatura 6tima da lacase comercial analisada por Pazarlioglu e colaboradores (2005). Também
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apresentou mesmo comportamento em relagdo a temperatura otima das lacases de Coprinus
cinereus (SCHNEIDER et al., 1999) ¢ Albatrella dispansus (WANG; NG, 2004). A lacase de um
basidiomiceto ndo identificado (UD4) apresentou temperatura 6tima de 70°C (JORDAAN et al.,

2004).

4.5 Avaliacdo da agdo das enzimas sobre 0s corantes aromaticos

Os ensaios de descolorag@o foram realizados a partir de solugdes enzimaticas extraidas na
primeira semana de fermentagdo tanto para o fungo L. strigellus quanto para o0 P. sanguineus, em
meio de farelo de trigo, conforme ja foi verificado anteriormente nos ensaios de produgao, este
periodo correspondeu ao de maior produgdo das enzimas do complexo ligninolitico dos fungos.
Para os experimentos de descoloragdo foram utilizados os corantes: Laranja II, Crisofenina,
Vermelho Reativo 120, Azul Cibacron 3GA, Azul Brilhante Remazol R (RBBR), Cristal Violeta,

Azure B e Azul de Metileno.

4.5.1 Comprimento de onda e concentracéo dos corantes

Foi primeiramente, realizada a varredura em espectrofotometro em comprimento de onda
entre 200 nm a 800 nm para cada corante, de modo a definir os comprimentos de onda de
absorbancia maxima de cada corante. A partir dai, foram analisadas varias concentracdes dos
corantes para se obter a concentracdo mais apropriada para os testes de descoloragdo (item 3.4.9).
As concentragdes Otimas para os ensaios com os corantes (Laranja II, Crisofenina, Vermelho
Reativo 120, Azul Cibacron 3GA, RBBR, Cristal Violeta, Azure B ¢ Azul de Metileno) sido
apresentadas na tabela 4 e as curvas de absor¢do em fun¢do da concentracdo estdo apresentadas

nas Figuras 29 a 32.



79

Tabela 4: Comprimento de onda (nm) de absor¢@o maxima e concentragdo 0tima dos corantes.

Corante Grupo Comprimento Abs. Concentracgéo do corante
Cromdéforo de onda (nm) (mg/L)

Laranja II Azo 485 0,5891 10
Crisofenina Azo 400 0,5501 10
Reactive Red 120 Azo 535 0,5950 25
Cibacron Blue 3GA Triazina 605 0,5766 75
RBBR Antraquinona 590 0,5755 60
Cristal Violeta Trifenilmetano 590 0,5527 5
Azure B Tiazina 645 0,55770 5
Azul de Metileno Tiazina 663 0,5372 7
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4.5.2 Ensaios enzimaticos
As atividades enzimaticas de MnP e lacase no extrato bruto foram quantificadas para
determinar as quantidades de enzima (U/g) presentes nas reacdes de descoloracdes. Os valores das

atividades das ligninases sdo mostrados a seguir na tabela 5.

Tabela 5: Atividade das ligninases MnP e lacase

Fungo Atividade de MnP Atividade de Lacase
(U/g) (Ulg)

Lentinus strigellus 848 39480

Pycnoporus sanguineus 778 39160

4.5.3 Ensaios de descoloragéo
Nas tabelas a seguir serdo apresentados os resultados da aplicagdo do extrato enzimatico
bruto contendo as enzimas MnP ¢ lacase, produzidas pelos fungos L. strigellus e P. sanguineus na
descoloragdo dos diversos corantes sintéticos. Foram estudadas a descolora¢do em relagdo ao pH

acido e o neutro e também quanto presenca dos substratos enzimaticos (MnSO4 e ABTS) no pH

3.5.

45.3.1 Laranja ll
Na tabela 6 estdo apresentados os resultados dos testes de descoloragdo do corante Laranja

II. Pode-se verificar que em pH 3,5 a maxima descolorag@o, ocorreu em 48 horas, sendo obtida
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18% e 40% de descoloragdo, respectivamente. E em pH neutro ndo foi detectada a perda da cor do
corante em nenhum dos ensaios.

A descoloragio em presenca de Mn™ foi gradativa ao longo do periodo estudado, para
enzimas de ambos os fungos, atingindo a perda maxima de cor (30%) em 48 horas para o extrato
enzimatico de L. strigellus e perda de 38% em reacdo com extrato enzimatico de P. sanguineus.
Quando utilizado o ABTS, houve uma mais intensa e mais rapida descolora¢do do Laranja II. O
extrato de L. strigellus promoveu 73% de descoloragdo em 24 horas e P. sanguineus 72% em
apenas 6 horas de incubagio.

Descoloragdes em presenca de substrato, semelhante a observada neste trabalho, sdo
encontradas nos dados de Gill e colaboradores (2002), que avaliaram a descoloracdo do Laranja II
pelo uso direto de quatro linhagens de basidiomicetos. Dentre elas, a mais eficiente foi P.
floridensis com 72% de remogdo da cor depois de 24 horas.

Bonfa (2003) nao verificou descoloragdo do Laranja II pelos extratos enzimaticos obtidos
pela cultura das linhagens P. rimosus e C. byrsina, em presenca ou auséncia de Mn'. Porém,
observou significativa descoloracdo deste corante em presenca de ABTS, com 50% de
descoloragéo utilizando os mesmos extratos enzimaticos brutos.

A descoloragdo maxima observada por Carvalho (2005), para o corante Laranja II foi de
63,5% quando tratado com a solug@o enzimatica de Lentinus sp na presen¢a e auséncia de ABTS.
A maxima descoloragdo desse mesmo corante pelas ligninases de C. byrsina foi de 55,1% apds 48
horas de tratamento na presenga de ABTS. O autor ndo relatou descoloragdo significativa do
corante na presenga de MnSQy.

De acordo com a literatura, os azo corantes como o Laranja II, Vermelho Reativo 120 e
Crisofenina tém sido descritos como sendo os mais resistentes a degradagdo microbiana. Isto pode

ser devido a diferengas na estrutura dos corantes, visto que corantes azo nao sdo prontamente



degradados pelos fungos devido aos grupos sulfo € azo, que ndo ocorrem naturalmente (MUNARI

et al., 2004).

Tabela 6: Taxa de descoloracdo do corante Laranja 1.
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Corante Fungo pH/ Incubacao Descoloracéo
Substrato (horas) (%)
Laranja II L. strigellus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 9%
substrato 24 13%
48 18%
Laranja II L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Laranja I1 L. strigellus pH 3,5 0,5 16%
com 6 23%
MnSO, 24 28%
48 30%
Laranja IT L. strigellus pH 3,5 0,5 55%
com 6 63,5%
ABTS 24 73%
48 74%
Laranja II P. sanguineus pH 3,5 0,5 6,5%
Auséncia de 6 18%
substrato 24 27,5%
48 40%
Laranja I1 P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Laranja IT P. sanguineus pH 3,5 0,5 19,5%
com 6 21%
MnSO, 24 32%
48 38%
Laranja 11 P. sanguineus pH 3,5 0,5 66%
com 6 72%
ABTS 24 72%
48 72%

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.2 Crisofenina

Na Tabela 7 estdo representados os valores de descoloragdo do corante Crisofenina pelo
extrato bruto extraido do fungo L. strigellus e P. sanguineus. Observa-se que a maxima
porcentagem de descoloracdo para este corante foi 19% em 48 horas na presenga de MnSOy,
utilizando o extrato enzimatico de P. sanguineus, sugerindo que a enzima MnP atuou na
descoloragdo. Nas demais condi¢des nao foi observada nenhuma descoloragao.

Nao houve remocdo da cor pelo extrato enzimatico produzido por L. strigellus em
nenhuma das condi¢des avaliadas. A presenga de MnSO4 ou ABTS néo facilitou a descoloragao.

Carvalho (2005) observou 28% descoloracdo do corante Crisofenina pelo extrato
enzimatico de Lentinus sp na presenga de MnSO, em 48 horas de tratamento. Ja no estudo de
Bonfa (2003), o autor relatou que ndo houve descolora¢do do Crisofenina pelo extrato bruto de
Phellinus rimosus e nem por Coriolopsis byrsina tanto na auséncia como na presenga de MnSO4
ou ABTS. O corante Crisofenina tem sido reportado por ser facilmente descolorido pelo
Phanerochaete chrysosporium (PASZCZYNSKI; CRAWFORD, 1991)

Segundo Munari e colaboradores (2004), a resisténcia a degradacdo estd relacionada a
estrutura molecular destes compostos ja que pertencem ao grupo azo. O Crisofenine ¢ um dos azo
corantes mais recalcitrantes, acompanhado do amarelo clorazol. J4 o corante amarelo brilhante
possui estrutura semelhante a Crisofenina, porém ¢ mais facilmente degradado (KNAPP et al.,
1995).

Abadulla e colaboradores (2000) mostraram que corantes do tipo antraquinona sao

melhores substratos para as ligninases do que os azo.



Tabela 7: Taxa de descolora¢do do corante Crisofenina
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Corante Fungo pH/ Incubacéo Descoloracéo
Substrato (horas) (%)
Crisofenina L. strigellus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Crisofenina L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Crisofenina L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
MnSOy4 24 -
48 -
Crisofenina L. strigellus pH 3.5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 -
48 -
Crisofenina P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Crisofenina P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Crisofenina P. sanguineus pH 3,5 0,5 14,5%
com 6 18%
MnSOq 24 18%
48 19%
Crisofenina P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 -
48 -

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.3 Vermelho Reativo 120

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados dos testes de descoloragdo do corante VR 120
pelos extratos enzimaticos de ambos os fungos. A méxima descoloracdo obtida foi de 27% em 48
horas de tratamento, quando foram usadas as enzimas de L. strigellus em presenga de MnSO,4, Por
esses dados pode-se inferir que a MnP atuou na descoloragdo do corante vermelho reativo 120. As
maiores descoloragdes do corante VR 120 pelo extrato enzimatico de P. sanguineus foi de 20%
em 6 horas e 30% em 48 horas de incubag@o, em presenga de MnSO4 e de ABTS, respectivamente.
Em pH 7,0 ndo houve a remog¢ao da cor do corante por nenhum dos extratos enzimaticos.

O VR 120 ¢ um corante que pertence a classe dos corantes reativos € possui 0 grupo azo
como cromoforo. Pela andlise dos dados, verifica-se que a remocdo da cor para este corante
ocorreu em menor porcentagem, dentro dos parametros analisados, em relagdo aos dados
encontrados na literatura, mas deve-se levar em consideracdo que as condigdes e as linhagens
relatadas pelos autores também foram diferentes.

Harazono e colaboradores (2003) investigaram a descoloracdo do corante VR 120 pelo
cultivo direto do fungo basidiomiceto Phanerochaete sordida YK-624 em meio liquido, contendo
o corante e obtiveram 90,6% de remocdo depois de 7 dias de cultivo. Os autores observaram
também, que a enzima MnP foi responsavel pela descoloragao devido a sua atividade significativa
detectada durante o processo e que as altas concentragdes de Mn(Il) resultaram em aumento da
descoloragdo. Em outro estudo, Harazono ¢ Nakamura (2005) verificaram que a mesma linhagem
citada acima descoloriu (90 %) o corante VR 120 na presenca de Tween 80 em 48 horas de cultivo

em meio de cultura liquido.



Tabela 8: Taxa de descolora¢do do corante Vermelho Reativo 120.
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Corante Fungo pH/ Incubagéo Descoloracéo
Substrato (horas) (%)
Vermelho reativo 120 L. strigellus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 4%
substrato 24 8%
48 8%
Vermelho reativo 120 L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Vermelho reativo 120 L. strigellus pH 3,5 0,5 17%
com 6 17%
MnSO,4 24 17%
48 27%
Vermelho reativo 120 L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 -
48 -
Vermelho reativo 120 | P. sanguineus pH 3,5 0,5 3%
Auséncia de 6 7%
substrato 24 10%
48 10%
Vermelho reativo 120 | P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Vermelho reativo 120 | P. sanguineus pH 3,5 0,5 18,5%
com 6 20%
MnSO,4 24 20%
48 20%
Vermelho reativo 120 | P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 25%
48 30%

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.4 Azul Cibacron 3GA

O corante Cibacron Blue 3GA utilizado neste trabalho possui o grupo antraquinona como
cromoforo. A partir da andlise da Tabela 9, pode-se observar que houve 6tima descoloracdo do
corante pelas enzimas tanto na auséncia quanto na presenca de Mn™> ¢ ABTS. As méximas
descoloragdes ocorreram em pH 3,5 sendo de 86% e 84% em 48 horas de incubagdo, quando
foram usadas as enzimas de L. strigellus e P. sanguineus, respectivamente em apenas 6 horas de
tratamento. Na presenga de MnSQO,, a melhor descoloracdo foi de 90% em 48 horas em presenga
das enzimas de L. strigellus e de 86% em (6 horas) para as de P. sanguineus. Em presenga de
ABTS, a descoloragdo chegou a 84% e 90%, em 48 horas de tratamento, quando usada enzimas de
L. strigellus e P. sanguineus, respectivamente.

Pela comparagdo dos dados apresentados na Tabela 9 nota-se que os valores obtidos na
auséncia e presenga de Mn"™ e ABTS nio apresentaram muitas diferencas entre si, o que pode
sugerir, neste caso, a agdo das enzimas sobre o Azul Cibacron 3GA. Em pH 7,0 ndo houve
descoloragdo pelo extrato de nenhuma das linhagens.

Radha e outros (2005) avaliaram os efeitos da variacio do pH entre 2,0 ¢ 7,0 na
descoloracio de varios corantes, dentre eles o Verde Acido que ¢ um corante do tipo antraquinona,
assim como o Azul Cibacron 3GA. Os autores observaram 75% de descoloragdo em pH 5,0
utilizando o fungo P. chrysosporium em cultura liquida em dois dias de cultivo.

Em outro trabalho, Carvalho (2005) relatou maxima descoloragdo para o Azul Cibacron
3GA de 69% em 48 horas de tratamento quando aplicada a solug¢@o enzimatica bruta do fungo
basidiomiceto Coriolopsis byrsina tanto em auséncia como na presenga de MnSO4 ou ABTS no

meio de reacao.



Tabela 9: Taxa de descolora¢do do corante Azul Cibacron 3GA.
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Corante Fungo pH/ Incubagéo Descoloracéo
Substrato (horas) (%)
Azul Cibacron 3GA L. strigellus pH 3,5 0,5 71%
Auséncia de 6 83%
substrato 24 85%
48 86%
Azul Cibacron 3GA L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azul Cibacron 3GA L. strigellus pH 3,5 0,5 69%
com 6 84%
MnSO,4 24 88%
48 90%
Azul Cibacron 3GA L. strigellus pH 3,5 0,5 7%
com 6 63%
ABTS 24 73%
48 84%
Azul Cibacron 3GA P. sanguineus pH 3,5 0,5 60%
Auséncia de 6 80%
substrato 24 83%
48 84%
Azul Cibacron 3GA P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azul Cibacron 3GA P. sanguineus pH 3,5 0,5 77%
com 6 86%
MnSO4 24 86%
48 86%
Azul Cibacron 3GA P. sanguineus pH 3,5 0,5 2%
com 6 56%
ABTS 24 84%
48 90%

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.5 Azul Brilhante Remazol R

Os experimentos com RBBR mostraram que a maxima descoloragdo ocorreu em pH 3,5 e
foi de 70% e 80% em 24 horas, pelo uso das enzimas de ambos os fungos. A solug@o enzimatica
obtida de L. strigellus foi capaz de descolorir em 77% a solugdo do corante em presenga de
MnSO4 em 48 horas, enquanto que o P. sanguineus descoloriu 80%, também na presenca do
mesmo substrato, em 24 horas. Quando adicionado ABTS ao meio de reagdo, foi obtido 65,5% e
77% de descoloragdo, em 48 horas, pelas enzimas de L. strigellus e P. sanguineus,
respectivamente. Observando-se os dados da Tabela 10 verifica-se que houve uma evolucdo na
descolora¢do do corante RBBR ao longo do periodo de incubagido da mistura de reagdo, sob todos
os parametros analisados. Em pH neutro ndo foi observada descoloragdo do RBBR.

Uma lacase fingica pura, obtida de uma formulagao comercial utilizada na industria téxtil
foi adicionada ao meio de reacdo contendo o corante RBBR. Os autores ndo observaram
descoloragdo do mesmo na presenga da enzima, somente quando foram adicionados alguns
mediadores (SOARES et al., 2001). Pelos dados aqui apresentados, os extratos enzimaticos brutos
de L. strigellus e P. sanguineus foram capazes de descolorir significativamente, em apenas um dia
de tratamento, o corante RBBR. E possivel que, no extrato enzimético bruto houve a presenca de
mediadores da reacdo de lacase.

Schliephake e Lonergan (1996) observaram a descoloragio do RBBR pelo fungo
Pycnoporus cinnabarinus e verificaram que ocorreu 75% de descoloragdo depois de 48 horas.
Swamy ¢ Ramsay (1999) relatam que as ligninases produzidas pelo fungo Bjerkandera sp. BOS55
obteve maxima descoloragdo de 65% desse corante em 20 dias. Boer e colaboradores (2004)
avaliaram a descoloracdo de varios corantes, dentre eles, o RBBR pelo fungo Lentinus edodes em
um sistema de FES utilizando sabugo de milho moido enriquecido de solugdo nutriente e corante.

Os autores observaram descoloracdo méaxima de 70% entre 11 e 14 dias de cultivo.
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Deveci e outros (2004) estudaram a descoloragdo do RBBR por um filtrado bruto da
cultura de Funalia trogii ATCC 200800 que foi cultivado por FES em meio contendo farelo de
trigo e casca de soja. Os autores observaram a influéncia do pH, da temperatura e da concentragéo
do corante, verificando melhor descoloragdo em pH 3,0 a 50°C e em concentragdo abaixo de
100mg/L.

Em outro estudo, o corante RBBR foi avaliado quanto a descoloracdo por FSM pelas
linhagens Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum e Pleurotus calyptratus durante 14 dias. I.
resinosum removeu 96% em cinco dias de cultivo, D. squalens e P. calyptratus descoloriram 98%
e 78% respectivamente, em 14 dias de fermentagio (EICHLEROVA et al., 2005a). A
descoloragdo descrita no presente trabalho ffoi menor que relatada pelo autor acima, porém, o
periodo analisado também foi menor. As enzimas de L. strigellus e P. sanguineus descoloriram
sifnificativamente (70% e 80%) em 24 horas de incubagdo. Entdo, pela analise dos dados, sugere-
se que as enzimas produzidas por esses fungos possuem grande potencial de aplicacdo no
tratamento de residuos da industria, visto que o tempo de descoloragdo seria significativamente
menor.

Outro trabalho semelhante ao descrito acima foi realizado por Palmieri e colaboradores
(2005) na qual investigaram a descoloragdo do corante RBBR pelo fungo basidiomiceto Pleurotus
ostreatus em cultura liquida, na presenca de alcool veratrilico. Os autores observaram 10% de
descoloragdo apds 3 dias e a remocao total da cor apds 9 dias.

O corante RBBR foi avaliado quanto a descoloragdo por filtrados de cultura de Trametes
trogii. A descolorag¢do completa foi observada em 8 horas nos filtrados que foram suplementados
com sulfato de cobre e somente 6% de descoloracdo foi obtida usando culturas filtradas sem

adi¢do de sulfato de cobre (MECHICHI et al., 2006).
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Os corantes do grupo antraquinona sdo amplamente utilizados em pesquisas e bastante
encontrados na literatura. Eles servem como substrato para o sistema enzimatico ligninolitico dos
fungos, sendo que a sua descoloracdo também tem sido usada como indicador e medida da
atividade ligninolitica (JAROSZ-WILKOLAZKA et al., 2002).

Tabela 10: Taxa de descolora¢do do corante Azul Brilhante Remazol R.

Corante Fungo pH/ Incubacgéo Descoloracéo
Substrato (horas) (%)
RBBR L. strigellus pH 3,5 0,5 43%
Auséncia de 6 67%
substrato 24 70%
48 70%
RBBR L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
RBBR L. strigellus pH 3,5 0,5 42,5%
com 6 69%
MnSOy4 24 75.5%
48 77%
RBBR L. strigellus pH 3,5 0,5 4%
com 6 23,5%
ABTS 24 58%
48 65,5%
RBBR P. sanguineus pH 3,5 0,5 43%
Auséncia de 6 75%
substrato 24 80%
48 80%
RBBR P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
RBBR P. sanguineus pH 3,5 0,5 39,5%
com 6 73,5%
MnSO, 24 80%
48 80%
RBBR P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 24%
ABTS 24 64,5%
48 77%

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.6 Cristal Violeta

Como pode ser observado na Tabela 11, a maxima descoloragao do Cristal Violeta ocorreu
em pH 3,5 na auséncia do substrato, sendo de 45%, em 48 horas, para enzimas das duas linhagens.
Quando utilizado MnSO, ao meio de reacdo, a descoloragdo aumentou em 9% e 10%, para o
fungo L. strigellus e P. sanguineus, respectivamente em 48 horas, em relagdo ao meio que nio
continha esse sal. Tanto na auséncia quanto na presen¢a de MnSQ,, o tempo de descoloragdo foi o
mesmo, embora a taxa de remogdo tenha sido um pouco maior na presenga de Mn">. Na presenca
de ABTS, a maxima descolorac¢do foi de 65% para o extrato de L. strigellus, em 24 horas, ¢ a
enzima de P. sanguineus descoloriu em 64% o corante, em 48 horas. A presenca de Mn™* e ABTS
promoveu aumento da descoloragcdo. Ndo ocorreu descoloragdo em pH 7,0 por nenhuma das
linhagens estudadas.

Tekere e outros (2001) estudaram a descoloragdo do Cristal violeta em placas por 10
linhagens de basidiomicetos. Apenas Trametes versicolor, Datrona concentrica e uma linhagem
ndo indentificada DSPM95, promoveram significativa descoloracdo do corante em 10 dias de
cultivo. Descoloragdo semelhante a descrita no presente trabalho foi descrita em estudo com as
linhagens Dichomitus squalens e Phlebia spp que levaram a extensiva descoloragdo do cristal
violeta, resultando na remog¢do de 60% da cor do mesmo, em 48 horas e completa descoloragdo
depois de 5 dias (GILL et al., 2002).

Eichlerova e colaboradores (2005b) relataram a descolorag@o de Cristal Violeta pelo fungo
Dichomitus squalens em placas de petri contendo agar, obtendo descoloragdo completa em 24 dias
de crescimento. Em outro estudo, os mesmos autores avaliaram o fungo Pleurotus calyptratus
quanto a descoloragdo do corante Cristal Violeta em cultura liquida durante 14 dias de cultivo, e

observaram 80% de remocdo da cor em 7 dias de fermentacdo (EICHLEROVA et al., 2006).



Tabela 11: Taxa de descoloragdo do corante Cristal Violeta.

Corante Fungo pH/ Incubacéo Descoloracéo (%0)
Substrato (horas)
Cristal Violeta L. strigellus pH 3,5 0,5 17%
Auséncia de 6 17%
substrato 24 37%
48 45%
Cristal Violeta L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Cristal Violeta L. strigellus pH 3,5 0,5 17,5%
com 6 25%
MnSO, 24 52%
48 54,5%
Cristal Violeta L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 33%
ABTS 24 65%
48 65%
Cristal Violeta P. sanguineus pH 3,5 0,5 17%
Auséncia de 6 17%
substrato 24 37%
48 45%
Cristal Violeta P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Cristal Violeta P. sanguineus pH 3,5 0,5 22%
com 6 28%
MnSOy, 24 46%
48 55%
Cristal Violeta P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 25%
ABTS 24 50%
48 64%

(-) Nao descoloriu
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45.3.7 Azure B

De acordo com os dados da Tabela 12, pode-se constatar que a descoloracdo do Azure B
foi mais intensa quando usado o extrato enzimatico de L. strigellus em presenca de ABTS sendo
removidos 22% da cor em 48 horas de incubag@o. O extrato enzimatico do fungo P. sanguineus
removeu 7% da cor quando adicionado MnSO4 ao meio de reacdo, em 30 minutos, € na presenca
de ABTS, o mesmo extrato descoloriu 5% do corante, em 48 horas. Ndo foi observada
descoloragdo do corante Azure B em pH 4cido e nem em pH neutro em auséncia de Mn' ¢ ABTS
por nenhum dos extratos enzimaticos.

A agdo da enzima de L. strigellus foi facilitada pela adigdo de ABTS, a partir dai pode-se
inferir que a lacase ¢ que deve estar atuando. Na descoloragdo utilizando o extrato enzimatico do
fungo P. sanguineus, pode-se sugerir que ocorreu ac¢do da lacase e Mn-P, visto que houve
descoloragdo na presenga tanto de MnSO, quanto de ABTS.

Cripps e colaboradores (1990) estudaram a biodegradacdo do corante Azure B em cultura
liquida utilizando o fungo Phanerochaete chrysosporium, e observaram completa descoloragdo em
meio limitado em nitrogénio em 24 horas de tratamento.

Verma e colaboradores (2004) trataram o corante Azure B com Cu (II), H,O, e acido
glucérico e obtiveram 93% de descoloracéo.

No trabalho realizado por Carvalho (2005) nao foi observada a ocorréncia de descoloragdo
do corante Azure B pelas enzimas produzidas pela linhagem Coriolopsis byrsina, mas obteve 12%
de descoloragdo, em 48 horas quando utilizou extrato enzimatico obtido de Lentinus sp em

presenca de ABTS.



Tabela 12: Taxa de descoloragdo do corante Azure B.
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Corante Fungo pH / Substrato Incubacéo Descoloracéo (%0)
(horas)
Azure B L. strigellus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azure B L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azure B L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
MnSO, 24 -
48 -
Azure B L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 18%
48 22%
Azure B P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azure B P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azure B P. sanguineus pH 3,5 0,5 7%
com 6 7%
MnSO,4 24 7%
48 7%
Azure B P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 -
ABTS 24 -
48 5%

(-) Nao descoloriu
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4.5.3.8 Azul de Metileno

A Tabela 13 mostra os resultados dos ensaios com o corante Azul de Metileno. Como pode
ser observada, a maxima descolorag@o foi obtida utilizando-se o extrato enzimatico do fungo L.
strigellus e foi de 21%, em 48 horas na auséncia de Mn™ e ABTS. Na presenca desses, a
porcentagem de descoloracdo foi semelhante, atingindo 24% e 22%, respectivamente, em 48 horas
de tratamento. No meio contendo extrato enzimatico de P. sanguineus, ndo houve descoloragio
em pH 3,5. A maxima descoloragdo ocorreu quando foi adicionado MnSO4 ao meio de reagdo
(14% em 30 minutos de incubag@o). Em presenga de ABTS houve 32% de perda da cor do
corante, em 48 horas de tratamento.

Boer ¢ colaboradores (2004) relataram a habilidade do fungo Lentinus edodes em
descolorir, em até 61%, o corante azul de metileno, apds 18 dias de cultivo. Os autores notaram
que a auséncia de Mn*? e H,0, no meio afetaram a eficiéncia da MnP na descoloragdo do Azul de
Metileno.

Os experimentos de descoloracdo com Azul de Metileno realizados por Carvalho (2005)
mostraram que a solu¢do enzimatica do fungo C. byrsina foi capaz de descolorir em 41% a
soluc¢do do corante, em presenca de MnSO4, enquanto que o Lentinus sp descoloriu 24%, também
na presenga deste substrato, ambos em 48 horas de incubagao.

Radha e colaboradores (2005), avaliaram os efeitos do pH 4cido e neutro na descoloragdo
do Azul de Metileno em cultura liquida contendo o fungo basidiomiceto Phanerochaete
chrysosporium e relataram que o corante foi melhor descolorido em pH 5,0 com 70% de remogao

da cor.



Tabela 13: Taxa de descoloragdo do corante Azul de Metileno.
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Corante Fungo pH / Substrato Incubagéo Descoloracéo (%0)
(horas)

Azul de Metileno L. strigellus pH 3,5 0,5 13%

Auséncia de 6 13%

substrato 24 20%

48 21%
Azul de Metileno L. strigellus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -

Azul de Metileno L. strigellus pH 3,5 0,5 18,5%
com 6 19%
MnSOq4 24 23,5%

48 24%
Azul de Metileno L. strigellus pH 3,5 0,5 -
com 6 -

ABTS 24 7%

48 22%
Azul de Metileno | P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -
Azul de Metileno | P. sanguineus pH 7,0 0,5 -
Auséncia de 6 -
substrato 24 -
48 -

Azul de Metileno | P. sanguineus pH 3,5 0,5 14%

com 6 14%

MnSOy, 24 14%

48 14%
Azul de Metileno | P. sanguineus pH 3,5 0,5 -
com 6 -

ABTS 24 2%

48 32%

(-) Nao descoloriu

Na tabela 14 a seguir, encontra-se o resumo dos melhores resultados obtidos na

descolorag@o dos corantes sintéticos pelos extratos enzimaticos produzidos por L. strigellus e P.

sanguineus.



Tabela 14: Resumo dos melhores resultados de descoloragao.
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Corante Fungo Substrato Tempo Descoloracéo
Laranja II L. strigellus ABTS 48h 74%
Laranja II P. sanguineus ABTS 6h 72%
Vermelho Reativo | L. strigellus MnSO4 48h 27%
Vermelho Reativo | P. sanguineus ABTS 48h 30%
Azul Cibacron L. strigellus - 48h 86%
Azul Cibacron L. strigellus MnSOq4 48h 90%
Azul Cibacron L. strigellus ABTS 48h 84%
Azul Cibacron P. sanguineus - 48h 84%
Azul Cibacron P. sanguineus MnSO4 6h 86%
Azul Cibacron P. sanguineus ABTS 48h 90%
RBBB L. strigellus - 24h 70%
RBBR L. strigellus MnSO4 48h 77%
RBBR P. sanguineus - 24h 80%
RBBR P. sanguineus MnSO4 24h 80%
RBBR P. sanguineus ABTS 48h 77%
Cristal Violeta L. strigellus ABTS 24h 65%
Cristal Violeta P. sanguineus ABTS 48h 64%
Azure B L. strigellus ABTS 48h 22%
Azul de Metileno | L. strigellus ABTS 48h 24%
Azul de Metileno | P. sanguineus ABTS 48h 32%

(-) auséncia de substrato
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Figura 33: Descoloragdo dos corantes Laranja II, Azul Cibacron 3 GA ¢ RBBR.
(A e B) Laranja II: (A) ABTS + L. strigellus e (B) ABTS + P. sanguineus
(C e D) Azul Cibacron: (C) MnSO, + L. strigellus e (D) ABTS + P. sanguineus
(E ¢ F) RBBR: (E) MnSO, + L. strigellus ¢ (F) MnSO, + P. sanguineus
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Amostra Controle Amostra Controle

Controle Amostra Controle

Amostra

Amostra Controle

Amostra Controle

Figura 34: Descoloragdo dos corantes RBBR, Azul Cibacron 3GA e Cristal Violeta
(A e B) RBBR: (A) pH 3,5 + L. strigellus e (B) pH 3,5 + P. sanguineus.
(C e D) Azul cibacron: (C) ABTS + L. strigellus e (D) MnSO, + P. sanguineus
(E ¢ F) Cristal Violeta: (G) MnSO, + L. strigellus e (H) ABTS + P. sanguineus
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5 CONCLUSOES

Dentre as cinco linhagens estudadas, observa-se que as espécies L. strigellus e P.
sanguineus apresentaram um bom potencial para a produgdo de mais de um tipo de enzima do
complexo ligninolitico, sendo MnP e lacase produzidas simultaneamente.

O residuo agro-industrial farelo de trigo destacou-se como o melhor substrato para a
produ¢do de ambas as enzimas. O tempo de cultivo em que se obteve as melhores produgdes
enzimaticas, ficaram compreendidos na primeira semana para o fungo L. strigellus e na primeira e
segunda semana para o fungo P. sanguineus, o que viabiliza custos na sua produgdo e utilizagdo
comercial e industrial.

A MnP e lacase produzida tanto por L. strigellus quanto por P. sanguineus apresentaram
pH 6timo acido. A temperatura 6tima para a MnP de ambos os fungos foi de 40°C. Para a Lacase
de L. strigellus a temperatura 6tima ficou entre 50°C e 55°C, para a lacase de P. sanguineus a
temperatura foi entre 60°C e 70°C. Quanto a estabilidade em relagdo ao pH, a MnP produzida
pelos dois fungos comportaram-se de maneira semelhante mantendo-se estavel em toda a faixa de
pH estudada. A lacase de L. strigellus apresentou estabilidade em pH 7,0 ¢ a de P. sanguineus,
7,5. A temperatura de estabilidade para a MnP de L. strigellus ficou entre 15°C e 40°C ¢ para a
enzima de P. sanguineus entre 15°C e 25°C. Para a lacase de L. strigellus a temperatura de
estabilidade ficou entre 15°C ¢ 40°C ¢ a enzima de P. sanguineus entre 35°C e 45°C.

Todos os corantes sintéticos analisados sofreram descoloragdes em presenca dos extratos
enzimaticos de L. strigellus e P. sanguineus especialmente o Laranja II, Azul Cibacron 3GA,
RBBR ¢ o Cristal Violeta. E em alguns casos, como para o Laranja II, Crisofenina, Vermelho
Reativo 120, Cristal Violeta, Azure B ¢ Azul de Metileno, os substratos MnSO, ou ABTS

possibilitaram uma maior descolorag¢do dos corantes que na auséncia destes.
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