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RESUMO

Os fungos filamentosos e seus metabdlitos vem se destacando nos processos de
biorremediacdo em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo e dos
mecanismos de resisténcia em condi¢des ambientais adversas. Uma das mais
importantes enzimas ligninoliticas é a lacase (benzenodiol oxigénio
oxidoredutase; EC 1.10.3.2). As lacases sao oxidases que catalisam a oxidagao
de um amplo espectro de substratos, tais como orto e parafendis, polifendis,
amino fendis e aminas aromaticas ou alifaticas. Essas enzimas agem tanto em
compostos fendlicos como n&o-fendlicos relacionados a lignina, bem como em
poluentes ambientais altamente recalcitrantes e podem ser utilizadas em
diferentes setores industriais. Tendo em vista a importancia industrial e ambiental
das lacases, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes fatores na
producdo desta enzima pelo fungo de origem marinha LAMAI 659, visando
otimizacao do processo. Para tanto foi utilizado o planejamento experimental
baseado em principios estatisticos, seguindo o modelo de Plackett & Burmann. O
presente trabalho foi desenvolvido considerando os estudos prévios realizados
pelo grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Lara Sette (IB-UNESP/Rio
Claro). Para a estruturacédo dos ensaios, o fungo foi reativado em meio sélido
MA2 (2% de extrato de malte e 2% de agar) a 28°C por 7 dias e utilizado como
inéculo. Os ensaios foram incubados por 7 dias a 140 rpm e 25°C e a atividade da
lacase foi detectada pela leitura da absorbancia durante a oxidagado do substrato
ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). A influéncia das
variaveis estudadas na producdo de lacase foi analisada utilizando o software
STATISTICA 7.0, sendo os ensaios que demonstraram melhores resultados de
producdo enzimatica selecionados para validagao das condicbes de cultivo. O
primeiro planejamento (1° P&B) foi definido a partir do trabalho de TCC anterior de
Aline Yoshida, com as seguintes variaveis independentes: quantidade de indculo,
extrato de levedura, farelo de trigo, alcool veratrilico, guaiacol e pH, gerando uma
atividade maxima da enzima de 375,00 U.L". Ja no segundo planejamento (2°
P&B), a quantidade de inéculo foi fixada em sete cilindros de indculo e as
variaveis farelo de trigo e pH tiveram suas quantidades alteradas, gerando uma

atividade maxima da enzima de 902,65 U.L™, resultado similar ao obtido em por



Aline Yoshida. Para o terceiro e ultimo planejamento (3° P&B), as concentracoes
das variaveis farelo de trigo e guaiacol foram aumentadas, gerando uma atividade
maxima de lacase de 3.870,37 U.L". O planejamento experimental foi aplicado
com sucesso, pois possibilitou um aumento de 2,29 vezes na atividade enzimatica
obtida no trabalho anterior. Os resultados obtidos no presente trabalho estimulam
novos estudos relacionados com a producdo da lacase produzida pelo fungo
LAMAI 659 em escalas maiores (biorreator de bancada), além da caracterizagao e
aplicagcao biotecnoldgica da mesma, incluindo a destoxificagdo de poluentes
ambientais tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, corantes téxteis,

diesel e petréleo.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, planejamento experimental, Plackett &

Burmann, bioremediacio.



ABSTRACT

Filamentous fungi and their metabolites have been prominent in the processes of
bioremediation due to the high degradation potential, biosorption, and
mechanisms of resistance in adverse environmental conditions. One of the most
important ligninolytic enzymes is laccase (benzenodiol: oxygen oxidoreductase;
EC 1.10.3.2). Laccases are oxidases which catalyze the oxidation of a broad
spectrum of substrates, such as ortho- and para-diphenols, polyphenols,
aminophenols, and aromatic or aliphatic amines. These enzymes act on both
phenolic and nonphenolic lignin-related compounds as well as highly recalcitrant
environmental pollutants, and they can be effectively used in different industrial
sectors. Based on the industrial and environmental importance of laccases, the
objective of this work was to evaluate different factors in the production of laccase
by the marine-derived fungus LAMAI 659, aiming to optimize the production
process. For that end, experimental design based on statistical principles was
used, following the Plackett & Burmann model. The present work was developed
considering the previous studies carried out by the research group coordinated by
the Prof. Dr. Lara Sette (IB-UNESP / Rio Claro). For the structure of the assays,
the fungus was reactivated in solid MA2 medium (2% malt extract and 2% agar) at
28°C for 7 days and used as inocula. Assays were incubated for 7 days at 140 rpm
and 25 °C. Laccase activity was detected by absorbance reading during the
oxidation of the ABTS substrate (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid). The influence of the variables studied on laccase production was analyzed
using the software STATISTICA 7.0, being the assays that presented the best
results of enzymatic production selected for validation of the culture conditions.
The first experimental design (1st P&B) was defined from the previous work (TCC
- Aline Yoshida) with the following independent variables: amount of inoculum,
yeast extract, wheat bran, veratryl alcohol, guaiacol, and pH, generating a
maximum enzymatic activity of 375,00 UL™. In the second design (2nd P&B), the
variable amount of inoculum was fixed in seven inoculum cylinders, also the wheat
bran and pH variables had their amounts altered, generating a maximum
enzymatic activity of 902.65 UL™, similar to the previous result obtained by Aline
Yoshida. For the third and final design (3rd P&B), the concentrations of wheat bran

and guaiacol variables were increased, generating a maximum laccase activity of



3,870.37 UL The experimental design was successfully applied, as it allowed an
increase of 2.29 times in the enzymatic activity obtained in the previous study.
Results obtained in the present work stimulate new studies related to the
production of laccase by the fungus LAMAI 659 in larger scales (e.g. bench-top
bioreactor), as well as, enzymatic characterization and biotechnological
application, including the detoxification of environmental pollutants, such as

polycyclic aromatic hydrocarbons, textile dyes, diesel, and oil.

Key-words: Filamentous fungi, experimental design, Plackett & Burmann,

bioremediation.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

O oceano é considerado um grande reservatério de biodiversidade.
Comunidades microbianas nos ambientes marinhos s&o ecologicamente
relevantes como intermediarias de energia e desenvolvem um papel importante
nos ciclos de nutrientes pela decomposicdo de matéria organica. O
desenvolvimento de pesquisas utilizando micro-organismos marinhos possui
beneficios, tais como a grande diversidade de espécies a serem isoladas,
conhecidas e exploradas; a variedade e ineditismo das moléculas obtidas; e a
possibilidade do cultivo in vitro, que reduz os custos em relagéo a sintese quimica
e favorece a producédo em escala industrial (SCOPEL, 2012).

Em um processo conhecido como biorremediagdo, 0s micro-organismos
sdo utilizados para a degradagdo de poluentes ambientais. Esse método surgiu
como uma tecnologia alternativa de remediagcdo de locais impactados com
poluentes organicos e se fundamenta na utilizacdo de populagdes microbianas
que possuem a habilidade de modificar ou decompor determinados poluentes. As
estratégias de biorremediacédo tém sido adotadas seriamente como uma maneira
eficaz e de baixo custo para a remediagdo de ambientes contaminados por
petroleo e de outros compostos organicos causando menores disturbios na
superficie a ser tratada. O beneficio maximo desse processo € a mineralizacao,
obtendo como produto final CO, e H,O pela via aerdbica assim como a formacéao
de biomassa (CUNHA, 1996).

Dentre o grupo dos micro-organismos, os fungos filamentosos e seus
metabdlitos vem se destacando nos processos de biorremediacdo em virtude do
alto potencial degradativo, biossortivo (metais pesados e corantes) e dos
mecanismos de resisténcia em condicbes ambientais adversas. Os fungos
secretam uma grande diversidade de eficientes enzimas no ambiente, as quais
sdo utilizadas para auxiliar em sua nutricdo (BENNETT, 1998), desta maneira séo
responsaveis pela deterioracdo de varios materiais naturais, refinados ou
processados.

Enzimas, tais como celulases, hemicelulases, pectinases e ligninases,
permitem o acesso aos polissacarideos de vegetais, fonte primaria de carbono e
energia. Na natureza, a lignina e celulose s&o os principais constituintes da
parede celular dos vegetais, € em conjunto com a hemicelulose formam uma

estrutura conhecida como lignocelulose.
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A lignina € descrita como um polimero aromatico, tridimensional e
hidrofdbico, que confere suporte estrutural para as plantas e €& altamente
resistente a degradacédo quimica e bioldgica. Através da sua estrutura complexa,
estavel e insoluvel em &agua (Figura 1), a lignina confere rigidez a madeira,
diminuicdo da permeabilidade das paredes das células do xilema a agua e
protecéo aos tecidos vegetais contra o ataque microbiano (HIGUSHI 1985). Sua
alteracdo € essencial no meio natural para a utilizacdo da celulose pelos micro-

organismos e a ciclagem do carbono (CARDOSO et al., 2009).
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Figura 1. Segmento de um polimero de lignina. (FONTE: BRUNOW, 2001)

Muitas espécies de fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota, sao

degradadoras de madeira e podem ser divididas em dois grandes grupos: os
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fungos causadores de podriddao branca e os causadores de podriddo parda
(RYVARDEN & JOHANSE 1980). Os fungos de podridao branca sao os mais
reconhecidamente efetivos na degradacgao de lignina, celulose e hemicelulose em
moléculas menores até gas carbono e agua (MATHEUS & OKINO, 1998).

A degradagao da lignina ocorre a partir da agao concomitante das enzimas
ligninoliticas, as quais participam em diferentes reacdes oxidativas, quebrando a
estrutura aromatica e as ligagdes entre as unidades basicas deste polimero
(Figura 2).

HaCOy H;CO OCH;
OH H JH

p-hidroxifenila guaiacila siringila

Figura 2. Principais unidades aromaticas presentes na molécula de lignina.
(FONTE: SANTOS, 2000)

Uma das mais importantes enzimas ligninoliticas ¢é a lacase
(benzenodiol:oxygen oxidoreductase; EC 1.10.3.2). As lacases sao polifenol
oxidases, enzimas pertencentes a classe de oxidoredutases, que catalisam
reacdes de oxidagdo de um amplo espectro de substratos, como orto- e para-
difendis, polifendis, aminofendis e aminas aromaticas ou alifaticas. As lacases
descolorem e destoxificam efluentes industriais e ajudam no tratamento de aguas
residuarias. Elas agem tanto em compostos fendlicos como né&o-fendlicos
relacionados a lignina, bem como em poluentes ambientais altamente
recalcitrantes e, por isso, podem ser utilizados por industrias de papel e celulose,
industrias téxteis, degradacdo xenobidtica e biorremediagdo (VISWANATH et al,
2014). Exemplos de aplicagdes biotecnoldgicas das lacases estdo descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1. Aplicagdes industriais e biotecnolégicas das lacases. (Fonte:
MAINARDI, 2014).

Industria Industria de Industria Quimica Sintética e
i R Bioremediacédo
Alimenticia Polpa e Papel Téxtil Nanobiotecnologia

Despolimezacao
Produgéao de

Remogéo de da Lignina; ]
) o . . Polimeros;
Fendis de Deslignificagéo Biodegradagao
) B B Agentes
Alimentos e da Polpa na Degradacao ou remocgao de o
] ] Farmacéuticos;
Bebidas; Madeira; de Corantes componentes .
L ] . Biosensores;
Diminuigcao de Bio- xenobidticos
} Novos Produtos
Turbidez branqueamento

Sintéticos.
da Polpa Kraft

Considerando a importancia industrial e ambiental das lacases, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes fatores no processo de produgéao de
lacase pelo fungo de origem marinha LAMAI 659, dando continuidade a estudos
anteriores que o selecionaram como potencial para a produ¢cdo dessa enzima

pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Lara Sette (IB-UNESP/Rio Claro).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Micro-organismo

Foi utilizado o fungo filamentoso LAMAI 659 (Figura 3) isolado de sedimento
marinho em Alcatrazes (litoral do Estado de S&ao Paulo). O fungo encontrava-se
preservado por dois métodos distintos (Castellani e criopreservagéo) na colegao
de pesquisa associada a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-
UNESP).

Analises morfolégicas preliminares indicaram que o fungo LAMAI 659
pertence ao grupo dos basidiomicetos. O fungo esta sendo identificado por meio
de taxonomia molecular pelo grupo da Profa. Dra. Lara Sette (IB-UNESP/Rio
Claro).
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Figura 3. Fungo filamentoso LAMAI 659 isolado de amostra de
sedimento fino na regido de Alcatrazes no Estado de S&o Paulo. (Fonte:
YOSHIDA, 2015)

2.2. Otimizacao da produgao de lacase

O uso do planejamento experimental baseado em principios estatisticos
permite extrair de um sistema de ensaios o maximo de informagao relevante,
utilizando um ndmero minimo de experimentos. E uma ferramenta ideal para se
chegar as condigbes otimizadas de um processo, principalmente envolvendo a
analise de diversos fatores e seus efeitos na resposta desejada. Nesse trabalho,
foi aplicado o planejamento do tipo Plackett & Burman (1946) para a construgao
das matrizes de Hadamard (matrizes com elementos 1 e -1).

As variaveis do primeiro planejamento (1°P&B) foram definidas com base
nos dados obtidos de YOSHIDA (2015) e estdo apresentados na Tabela 2. Neste
1°P&B, 6 variaveis foram utilizadas, totalizando 12 ensaios (matriz PB12) e
quatro pontos centrais adicionais para a determinagcdo do erro padrao durante a

analise dos resultados, como pode ser observado no Anexo A.

Tabela 2. Variaveis utilizadas no 1° P&B e suas respectivas concentragoes.

Variaveis -1 0 1
1. N° de cilindros do inéculo (0,5cm) 5 6 7
2. Ext Levedura (g.50mL™") 0 0,4 0,8
3. Farelo de trigo (g.50mL™") 0 0,2 0,4
4. Alcool veratrilico mM 0 0,4 0,8
5. Guaiacol mM 0 0,2 0,4
6. pH 7 8 9
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Com base nas respostas das variaveis independentes utilizadas no 1°P&B,
um segundo P&B contendo 5 variaveis independentes foi estruturado de acordo
com os dados apresentados na Tabela 3. Neste PB, foi aplicada uma matriz com

12 ensaios (PB12) e quatro pontos centrais adicionais (ANEXO B).

Tabela 3. Variaveis utilizadas no 2° P&B e suas respectivas concentracoes.

Variaveis -1 0 1
1. Ext Levedura (g.50mL") 0,4 0,6 0,8
2. Farelo de trigo (g.50mL™) 0,4 0,6 0,8
3. Alcool veratrilico mM 0,4 0,6 0,8
4. Guaiacol mM 0 0,2 0,4

5. pH 6 7 8

A partir da analise dos resultados do 2°P&B foi estruturado um terceiro
P&B, contendo 5 variaveis independentes, cujas concentragbes/valores estao
apresentados na Tabela 4. Neste PB, foi aplicada uma matriz com 12 ensaios

(PB12) e quatro pontos centrais adicionais (ANEXO C).

Tabela 4. Variaveis utilizadas no 3° P&B e suas respectivas concentragoes.

Variaveis -1 0 1
1. Ext Levedura (g.50mL™) 0,4 0,6 0,8

2. Farelo de trigo (g.50mL™") 1 2 3
3. Alcool veratrilico mM 0,4 0,6 0,8
4. Guaiacol mM 0 0,4 0,8

5. pH 6 7 8

Todos os experimentos dos planejamentos P&B foram conduzidos por sete
dias a 25°C e 140 rpm.

A influéncia das variaveis estudadas na producado de lacase foi analisada
utilizando o software STATISTICA 7.0 (MAGRINI, 2012). Ao final do 3°P&B os
ensaios que culminaram nos melhores resultados de produgao enzimatica foram

selecionados para validagao das condigdes de cultivo.
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2.3. Quantificagao da atividade de lacase
A atividade da lacase foi detectada a 37°C pela leitura da absorbancia
durante a oxidacdo do substrato ABTS (Figura 4) a 420 nm (¢ = 36.000 M cm™)
por 10 min segundo Li et al. (2008). A mistura da reagédo continha 0,3 mL de
tampao acetato de sddio (0,1 M; pH 5,0), 0,6 mL de extrato enzimatico e 0,1 mL

de solugao de ABTS (0,5 mM). A medigao foi realizada em triplicata.

a, oM — —@
o oésf"
[a]
;" “YS laccase o +H.O
2 i Jllr-' TE 5
LA
i
5=0
=
O om
Maic Reader Kinetic Data

000000
Q00000 ;
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Figura 4. Oxidacédo do ABTS. (FONTE: REHMANN et al., 2012)

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos, os cultivos foram centrifugados
a 10.000 rpm por 10 min a 4°C e o sobrenadante utilizado como caldo enzimatico.
Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 ymol de substrato por minuto. A atividade enzimatica foi
expressa em U.L™" de caldo enzimatico e os calculos foram realizados a partir da

Equacao 1, derivada da Lei de Lambert-Beer.
UL'=AAXxVx10°/exRxt (Equagéo 1)

Onde:

AA diferenca entre a absorbancia final e a inicial

V  volume dareacgao (0,001 L em todos os casos)


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%253ALars%20Rehmann
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10° converte os mols do € para pmols
e  coeficiente de extingdo molar (M cm™)
R quantidade de caldo enzimatico (L)

t tempo de reagao (min)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamentos Plackett & Burmann

A investigacao dos efeitos das condi¢cdes de cultivo sobre o processo de
producado de lacase pelo fungo LAMAI 659 foi iniciado em YOSHIDA (2015).

Apos a conducao de trés planejamentos experimentais do tipo Plackett &
Burmann no trabalho de YOSHIDA (2015), a produgao de lacase passou de 82,25
U.L™" para 970,68 U.L™". Desta forma, foi dada continuidade aos estudos partindo
das respostas das variaveis independentes do ultimo planejamento aplicado

(3°P&B) e da andlise estatistica desse P&B, cujos resultados estdo apresentados

na Tabela 5.
Tabela 5. Analise estatistica do 3° P&B de YOSHIDA (2015)
3°P&B Efeito P

1. N° de cilindros do in6culo -16,550 0,826196

2. Ext Levedura (g.L™) 246,146 0,011595?

3. Farelo de trigo (g.L™) 113,101 0,163246

4. CuSO4 mM -74,035 0,341808

5. Alcool veratrilico mM 248,067 0,011185°

6. Guaiacol mM -77,885 0,318970

7. ASW (ml) -369,038 0,001426°

8. pH 10,785 0,886102

?indica as variaveis de efeito significativo (p<0,1)

Nesse ensaio, foi possivel evidenciar efeitos estatisticamente significativos
(p<0,1) das variaveis: ASW (Artificial seawater), extrato de levedura e alcool

veratrilico, sendo estas duas ultimas com efeito positivo. O efeito positivo foi
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observado nas seguintes variaveis: alcool veratrilico, extrato de levedura, farelo
de trigo e pH. Por outro lado as variaveis ASW, guaiacol, CuSO4 € numero de
inoculo apresentaram influéncia negativa para a produgao de lacase (YOSHIDA,
2015).

No trabalho de YOSHIDA (2015) foi possivel observar que o fungo
selecionado se desenvolveu bem em temperatura ambiente (25°C) e em
condigbes de baixa salinidade, com pH em torno de 8. Os principais componentes
do meio que demonstraram efeito positivo foram o alcool veratrilico, como indutor
de lacase (Figura 5), o extrato de levedura como fonte de nitrogénio e o farelo de

trigo como substrato fibroso rico em carbono e nitrogénio.
OH

HsCO
OCHj

Figura 5. Formula estrutural do alcool veratrilico. (FONTE: SIGMA-ALDRICH )

Desta forma, no presente trabalho foi definido o planejamento sequente
com as seguintes variaveis independentes: quantidade de indculo, extrato de
levedura, farelo de trigo, alcool veratrilico, guaiacol e pH. A variavel salinidade
(ASW) foi excluida, uma vez que apresentou no trabalho anterior resultado
estatisticamente significativo, mas negativo. A variavel CuSOq4 foi excluida por ndo
estar presente no ensaio que apresentou maior valor de atividade enzimatica no
trabalho anterior (970,68 U.L"). As varidveis extrato de levedura e alcool
veratrilico tiveram suas quantidades aumentadas por apresentarem efeitos
positivos e estatisticamente significativos. As quantidades de inéculo, farelo de
trigo e guaiacol foram mantidas como no 3°P&B do trabalho de YOSHIDA (2015),
pois estavam presentes no ensaio que resultou no melhor valor de producio de
lacase, mas os resultados nao foram estatisticamente significativos. Em adigéo, a
variavel pH foi aumentada, visto que no ensaio que apresentou o melhor resultado
de produgao de lacase em YOSHIDA (2015), o pH estava no valor mais elevado
(pH=8). As variaveis independentes utilizadas no 1° P&B do presente trabalho,
bem como suas respectivas concentragdes/quantidades, estido apresentadas na
Tabela 6.
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Para a estruturacdo dos ensaios do 1°P&B o fungo foi reativado em meio
sélido MA2 (2% de extrato de malte e 2% de agar) a 28°C por 7 dias e utilizados
como indculo. Os ensaios foram incubados por 7 dias a 140 rpm e 25°C.

Os resultados do 1°P&B estdo apresentados na Tabela 6. Os valores dos
pontos centrais foram proximos, indicando confiabilidade nos resultados
apresentados e foram os melhores resultados de producdo de lacase. A maior
atividade da enzima (375,00 U.L") no 1°P&B foi bastante inferior ao melhor
resultado obtido pelo mesmo fungo no TCC da Aline Yoshida (970,68 U.L™).

Tabela 6. Producéao de lacase pelo fungo LAMAI 659 e valores reais da

matriz do primeiro planejamento de Plackett-Burman com 6 variaveis (PB12).

N° de Ext Farelo de Alcool
Ensaios cilindros Levedura trigo veratrilico Guaiacol pH Lacas1e
in6culo  (g.50mL™") (g.50mL"") mM mV (UL
1 7 0,0 0,4 0,0 0,0 7 78,40
2 7 0,8 0,0 0,8 0,0 7 26,88
3 5 0,8 0,4 0,0 0,4 7 0
4 7 0,0 0,4 0,8 0,0 9 93,44
5 7 0,8 0,0 0,8 0,4 7 34,60
6 7 0,8 0,4 0,0 0,4 9 0
7 5 0,8 0,4 0,8 0,0 9 0
8 5 0,0 0,4 0,8 0,4 7 44,07
9 5 0,0 0,0 0,8 0,4 9 0,77
10 7 0,0 0,0 0,0 0,4 9 0,22
11 5 0,8 0,0 0,0 0,0 9 0,01
12 5 0,0 0,0 0,0 0,0 7 25,80
13C 6 0,4 0,2 0,4 0,2 8 264,81
14 C 6 0,4 0,2 0,4 0,2 8 375,00
15C 6 0,4 0,2 0,4 0,2 8 353,09
16 C 6 0,4 0,2 0,4 0,2 8 342,59

Os resultados foram inseridos no software STATISTICA 7.0 (MAGRINI,

2012) para analise da significancia dos resultados e os dados estao apresentados



20

na Tabela 7. Neste primeiro P&B, ndo houve resultados estatisticamente
significativos, porém as variaveis inéculo, farelo de trigo e alcool veratrilico
apresentaram efeito positivo, enquanto que as outras variaveis apresentaram

efeito negativo.

Tabela 7. Analise estatistica do 1° P&B.

1°PB Efeito p
1. N° de cilindros do inéculo (0,5cm) 27,1483 0,800670
2. Ext. Levedura (g.50mL") -30,2017 0,778899
3. Farelo de trigo (g.50mL"™") 21,2717 0,843069
4. Alcool veratrilico mM 15,8883 0,882388
5. Guaiacol mM -24,1450 0,822262
6. pH -19,2183 0,858019

Com base nos resultados do primeiro P&B, um segundo P&B foi
estruturado. Para tanto, a quantidade de in6culo foi fixada no seu maior valor (7
cilindros de in6culo) e as quantidades de farelo de trigo foram aumentadas, visto
que no ensaio que apresentou maior valor de producao de lacase, essas variaveis
estavam presentes no seu maior valor. Os valores de pH foram também
alterados. As variaveis independentes utilizadas no segundo P&B do presente
trabalho, bem como suas respectivas concentracbes/quantidades, estado
apresentadas na Tabela 8.

Novamente as amostras foram inoculadas e incubadas por 7 dias a 140
rom e 25°C, utilizando a mesma matriz de PB12 anterior, gerando os resultados
apresentados na Tabela 8. Os resultados dos pontos centrais do 2° P&B
apresentaram baixo desvio padréo. A maior produgao de lacase (902,65 U.L'1) foi
obtida nas condices do ensaio 3, foi maior do que a do 1° P&B (375,00 U.L") e
préxima ao valor obtido por YOSHIDA (2015) de 970,68 U.L™.

Os resultados das analises de significancia do 2° P&B (Tabela 9) revelaram
que a variavel farelo de trigo apresentou efeito estatisticamente significativo, mas
negativo para a produgdo da enzima. A unica variavel que apresentou efeito

positivo foi o alcool veratrilico.
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Tabela 8. Producéao de lacase pelo fungo LAMAI 659 e valores reais da

matriz do segundo planejamento de Plackett-Burman com 5 variaveis (PB12).

Ext. de Farelo de Alcool
Ensaios Levedura trigo veratrilico Guaiacol pH Lacafe
(g.50mL")  (g.50mL™) (mM) (m) (wL
1 0,8 0,4 0,8 0,0 6 0

2 0,8 0,8 0,4 0,4 6 867,28
3 0,4 0,8 0,8 0,0 8 902,65
4 0,8 0,4 0,8 0,4 6 750,62
5 0,8 0,8 0,4 0,4 8 397,22
6 0,8 0,8 0,8 0 8 45,37
7 0,4 0,8 0,8 0,4 6 138,89

8 0,4 0,4 0,8 0,4 8 0,09
9 0,4 0,4 0,4 0,4 8 313,89
10 0,8 0,4 0,4 0,0 8 145,52
11 0,4 0,8 0,4 0,0 6 129,94
12 0,4 0,4 0,4 0,0 6 376,23
13C 0,6 0,6 0,6 0,2 7 863,58
14 C 0,6 0,6 0,6 0,2 7 738,89
15C 0,6 0,6 0,6 0,2 7 814,81
16 C 0,6 0,6 0,6 0,2 7 866,67

Tabela 9. Analise estatistica do 2° P&B.
2°PB Efeito p

Extrato de levedura -2,1667 0,434920
Farelo de trigo -5,1667 0,081124°
Alcool veratrilico  1,1667  0,670701
Guaiacol -2,1667 0,434920

pH -0,5000 0,854857

?indica as variaveis de efeito significativo (p<0,1)

Considerando os efeitos das variaveis e a presengca ou auséncia das

mesmas no ensaio que apresentou a maior produgao de lacase no 2° P&B, um
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terceiro P&B foi estruturado. Para o terceiro P&B as concentragdes/valores de
extrato de levedura, alcool veratrilico e pH foram mantidas e as concentragdes de
farelo de trigo e guaiacol foram aumentadas. As variaveis independentes
utilizadas no terceiro P&B do presente trabalho, bem como suas respectivas
concentragbes/quantidades, estdo apresentadas na Tabela 10.

Seguindo os modelos anteriores, os ensaios do 3° P&B foram incubados
por 7 dias a 140 rpm e 25°C. Os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e
revelaram valores mais altos de lacase. Novamente os resultados dos pontos
centrais foram coerentes (baixo desvio padrdo). As maiores atividades foram
obtidas nas condicdes dos ensaios 6 (3.870,37 U.L™") e 7 (3.407,41 U.L™).

Tabela 10. Produgéao de lacase pelo fungo LAMAI 659 e valores reais da matriz

do terceiro planejamento de Plackett-Burman com 5 variaveis (PB12)

Ext. de Farelo de Alcool

Ensaios Levedura trigo veratrilico Guaiacol pH Laca?e

(9.50mL™")  (g.50mL"") (mM) (mM) (UL

1 0,8 1,0 0,8 0 6 138,27
2 0,8 3,0 0,4 0,8 6 388,27

3 0,4 3,0 0,8 0 8 3,86

4 0,8 1,0 0,8 0,8 6 2.719,14
5 0,8 3,0 0,4 0,8 8 2.509,26
6 0,8 3,0 0,8 0 8 3.870,37
7 0,4 3,0 0,8 0,8 6 3.407,41
8 0,4 1,0 0,8 0,8 8 983,02
9 0,4 1,0 0,4 0,8 8 913,58
10 0,8 1,0 0,4 0 8 1.265,43
11 0,4 3,0 0,4 0 6 2.095,68
12 0,4 1,0 0,4 0 6 1.623,46
13C 0,6 2,0 0,6 0,4 7 2.296,30
14 C 0,6 2,0 0,6 0,4 7 2.015,43
15C 0,6 2,0 0,6 0,4 7 2.842,59
16 C 0,6 2,0 0,6 0,4 7 2.907,41
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As analises de significAncia dos resultados do 3°P&B estdo apresentadas
na tabela 11. As variaveis extrato de levedura e pH foram estatisticamente
significativas, sendo a primeira com efeito negativo e a segunda com o efeito
positivo. A variavel alcool veratrilico também apresentou efeito positivo e as
outras duas variaveis apresentaram efeito negativo na produgédo de lacase pelo
fungo LAMAI 659.

Tabela 11. Analise estatistica do 3° P&B

3°PB Efeito p
Extrato de levedura -6,6667 0,012852°
Farelo de trigo -0,6667 0,768692

Alcool veratrilico 1,0000 0,660011
Guaiacol -1,6667 0,467373
pH 4,0000 0,099881°

%indica as variaveis de efeito significativo (p<0,1)

A evolugdo da produgao de lacase ao longo dos trés planejamentos

experimentais realizados no presente trabalho esta apresentada na Figura 6.

5000
4000
3000
2000
1000
ol e |
1°PB 29 PB 32 PB

Figura 6. Evolugcao da produgéo de lacase em cada planejamento Plackett &

Burmann.

A aplicacédo do planejamento experimental foi eficiente para a produgao de
lacase pelo fungo de origem marinha LAMAI 659. Resultados similares foram
obtidos nos estudos de PERIASAMY & PALVANNAN (2010), onde a otimizagao

do meio de cultivo para a producéo de lacase desempenhou um papel importante.
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Segundo os autores, a utilizacdo da matriz ortogonal de Taguchi levou a um
aumento no rendimento da lacase produzida pelo basideomiceto Pleurotus
orstreatus (IM1395545) de 485 U.L™ para 820 U.L™".

3.2 Validagoes

Considerando os resultados obtidos no 3° PB, os quatro ensaios que
apresentaram maiores valores de produgao de lacase (ensaios 4, 5, 6 e 7) foram
submetidos ao experimento de validacdo. Os ensaios foram repetidos em

triplicata nas seguintes condigdes:

Ensaio 4: 50 mL de agua destilada; 7 cilindros de in6culo; 0,8 g de extrato
de levedura; 1 g de farelo de trigo; 0,8 mM alcool veratrilico a; 0,8 mM

guaiacol e pH 6.

e Ensaio 5: 50 mL de agua destilada; 7 cilindros de inoculo; 0,8 g de extrato
de levedura; 3 g de farelo de trigo; 0,4 mM alcool veratrilico, 0,8 mM

guaiacol e pH 8.

e Ensaio 6: 50 mL de agua destilada; 7 cilindros de in6culo; 0,8 g de extrato

de levedura; 3 g de farelo de trigo; 0,8 mM alcool veratrilico e com pH 8.

e Ensaio 7: 50 mL de agua destilada; 7 cilindros de inéculo; 0,4 g de extrato
de levedura; 3 g de farelo de trigo; 0,8 mM alcool veratrilico; 0,8 mM
guaiacol e pH 6.

Todos os experimentos de validagao foram incubado por 7 diasa 25° C e
140 rpm.

3.2.1 Validagao ensaio 4
Os experimentos de validacdo das condigdes de cultivo do ensaio 4
apresentaram uma grande variagao nas triplicatas (Tabela 12), sendo a atividade

enzimatica média no valor de 2.079,21 u.L’.
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Tabela 12. Experimentos de validagao e variagao relativa ao ensaio 4 do 3° P&B.

Producao de lacase Variagao em relagao
(U.L™ ao ensaio 4 do 3° P&B
Ensaio 4a 3.879,63 43%
Ensaio 4b 1.398,14 -49%
Ensaio 4c 959,87 -65%

3.2.2 Validagao ensaio 5
O ensaio 5 foi o que apresentou menor variagdo entre os resultados da
validacdo e o ensaio original, com variagdo menor que 30%, como pode ser

observado na Tabela 13. A média da atividade enzimatica para a validagao deste
ensaio foi de 2.224,27 U.L™".

Tabela 13. Experimentos de validacéo e variagao relativa ao ensaio 5 do 3° P&B.

Producao de lacase Variagao em relagao
(u.L ao ensaio 5 do 3° P&B
Ensaio 5a 2.003,08 -20%
Ensaio 5b 2.861,11 14%
Ensaio 5c 1.808,64 -28%

3.2.3 Validacao ensaio 6

O ensaio 6 apresentou uma grande variagdo entre os resultados da
validagao e o ensaio original, entretanto ha um resultado positivo que pode indicar
necessidade de futuras analises, visto que no ensaio 6b houve um incremento
muito significativo na produgao de lacase, como pode ser observado na Tabela

14. A média da atividade enzimatica para a validagao deste ensaio foi de 3.379,11
u.L".
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Tabela 14. Experimentos de validagao e variagao relativa ao ensaio 6 do 3° P&B.

Producao de lacase Variagao em relagao
(U.L™ ao ensaio 6 do 3° P&B
Ensaio 6a 2.873,45 -27%
Ensaio 6b 6.858,02 73%
Ensaio 6¢ 405,86 -90%

3.2.4 Validacao ensaio 7
O ensaio 7 apresentou também uma grande variacdo entre os resultados
da validagéo e o ensaio original, como pode ser observado na Tabela 15. A média

da atividade enzimatica para a validacdo deste ensaio foi de 1.364,20 U.L™".

Tabela 15. Experimentos de validagao e variagao relativa ao ensaio 7 do 3° P&B.

Producao de lacase Variagao em relagao
(U.L") ao ensaio 7 do 3° P&B
Ensaio 7a 2.024,69 -41%
Ensaio 7b 1101,85 -68%
Ensaio 7c 966,05 -72%

3.2.5 Conclusao das validagoes

Com base nos resultados da validagao, a condi¢cdo 6tima para a producéo
de lacase pelo fungo LAMAI 659 foi determinada como sendo a condicdo do
ensaio 5 do 3°P&B devido ao menor desvio padrao entre as tréplicas dos ensaios
de validagao e, como pode ser visto na Figura 7, menor diferengca também entre

a média dos ensaios de validag&o e o ensaio original.
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Figura 7. Médias de produgao de lacase pela triplicada de validagbes de cada

ensaio (em cinza escuro) e a condigao original do 3° P&B (em cinza claro).

A producdo de enzimas ligninoliticas por fungos basidiomicetos tem sido
reportada na literatura, mas ainda sado escassos os estudos de producdo desta
enzima por fungos de origem marinha. O presente trabalho demonstrou
crescimento significativo da produgdo de lacase através de métodos de
otimizagdo, mas ainda existe necessidade de aumentar ainda mais essa producio
com outros métodos como os utilizados por GALHAUP et al. (2002), que utilizou
sistema de batelada alimentada com o fungo Trametes pubescens alcangando
uma producdo de 743.000 U.L™ apés 692 h de cultivo, sendo atualmente o maior
produtor de lacase.. Em ensaio de frascos agitados, o fungo T. pubescens
apresentou um maximo de 319.000 U.L™" apds 16 dias de cultivo, o que demonstra
um aumento de 2,33 vezes em biorreator.

A eficiéncia do uso de biorreatores no aumento da quantidade de lacase
produzida também foi demonstrada em estudos como der MAINARDI (2015), no
qual a atividade maxima de lacases produzidas pelo fungo de origem marinha
Peniophora sp. CBMAI 1063 em biorreator de agitagdo mecéanica foi de 2.700 U.L"
' em 120h de cultivo e em biorreator air-lift de 4.014 U.L”" em 96 horas de cultivo.
Sendo que nos experimentos iniciais de otimizacdo das condi¢cdes de cultivo em
escala de frascos agitados (50 mL) o fungo Peniophora sp. CBMAI 1063
apresentou atividade maxima de lacases de cerca de 1.800 U.L'1, quantidade 1,24
vezes menor que a obtida neste trabalho.

No estudo realizado por NELANIA (2011) os fungos Aspergillus terreus,
Cunninghamella echinulata e Penicilium commune também apresentaram
capacidade para producdo de enzimas ligninoliticas. A atividade de lacase

produzida pelo fungo P. commune foi de 1.947 U.L™" em meio caldo Sabouraud
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(1,14 vezes menor que a obtida neste trabalho), enquanto em meio Bushnell Haas
acrescido de o6leo diesel a produgdo de lacase pelos fungos A. terreus e C.
echinulata foi de 18.970 U.L™' e 18.705 U.L™, respectivamente, o que demonstra
um aumento de 8,53 e 8,41 vezes em relacdo ao presente trabalho. Esses
resultados revelam a importancia da lacase frente a possibilidade de utilizagdo do
Oleo diesel como substrato pra a nutrichio microbiana nos processos de
descontaminagao do ambiente.

Com base nos estudos acima citados € possivel verificar que a escolha
adequada do micro-organismo, do tipo de processo de otimizagdo ou biorreator e
das condicdes do processo sdo determinantes para viabilizar a producado de

quantidades expressivas de lacase.

4. CONCLUSOES E DIRETRIZES FUTURAS

O fungo de origem marinha LAMAI 659 foi capaz de produzir quantidades
significativas de lacase em condigdo de cultivo relativamente simples, composta
por extrato de levedura; farelo de trigo, alcool veratrilico e guaiacol, em um
volume de 50 mL e pH 8.

O planejamento experimental foi aplicado com sucesso, pois possibilitou
um aumento de 2,29 vezes na atividade enzimatica obtida no trabalho anterior de
YOSHIDA (2015). As condigcbes otimizadas no presente trabalho resultaram em
um aumento significativo na producao de lacase pelo fungo LAMAI 659 quando
comparado as condigdes de cultivo utilizadas na triagem do fungo em YOSHIDA
(2015) (82,25 U.L™). Esses resultados revelam o potencial do fungo estudado
para a producéo de lacase e do planejamento experimental como uma ferramenta
relevante no estudo de avaliagao de diferentes variaveis na producao enzimatica
e otimizacdo do processo produtivo.

Por ser um fungo de crescimento relativamente lento, a clonagem e
expressdo heteréloga da enzima em hospedeiro eucarioto (leveduras) pode
resultar na aceleragao do processo de produgao da enzima.

Os resultados obtidos estimulam novos estudos relacionados com a
producdo da lacase produzida pelo fungo LAMAI 659 em escalas maiores como
em biorreator de bancada, bem como caracterizagdo e aplicacéo biotecnoldgica
da mesma, incluindo a destoxificagcdo de poluentes ambientais tais como

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, corantes téxteis, diesel e petroleo.
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6. ANEXOS

6.1 Anexo A. Matriz de Plackett & Burmann de 12 ensaios (PB12) para um

planejamento experimental com até 8 variaveis, utilizada para o primeiro P&B.

N° de Ext Farelode  Alcool _
Ensaios cilindros Levedura trigo veratrilico Guaiacol pH
inéculo  (g.50mL™) (g.50mL™) mM mM
1 1 -1 1 -1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1
5 1 1 -1 1 1 -1
6 1 1 1 -1 1 1
7 -1 1 1 1 -1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13C 0 0 -1 0 0 0
14 C 0 0 0 0 0 0
15C 0 0 0 0 0 0
16 C 0 0 0 0 0 0

Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2005
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6.2 Anexo B. Matriz de Plackett & Burmann de 12 ensaios (PB12) para um

planejamento experimental com até 8 variaveis, utilizada para o segundo P&B.

Ext Farelo de Alcool _
Ensaios Levedura trigo  veratrilico Guaiacol pH
(9.50mL") (g.50mL") mM mV
1 1 -1 1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13C 0 0 -1 0 0
14 C 0 0 0 0 0
15C 0 0 0 0 0
16 C 0 0 0 0 0

Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2005
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6.3 Anexo C. Matriz de Plackett & Burmann de 12 ensaios (PB12) para um

planejamento experimental com até 8 variaveis, utilizada para o terceiro P&B.

Ext Farelode Alcool _
Ensaios Levedura trigo veratrilico Guaiacol pH
(9.50mL") (g.50mL") mM mV
1 1 -1 1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13C 0 0 -1 0 0
14 C 0 0 0 0 0
15C 0 0 0 0 0
16 C 0 0 0 0 0

Fonte: RODRIGUES & IEMMA, 2005
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