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RESUMO

Fungos marinhos representam um grupo de organismos pouco explorado dos pontos de
vista ecoldgico e biotecnologico, mas com grande vantagem para aplicagdes em ambientes ou
processos salinos. A enzima lacase pertence ao grupo das oxidades, que podem atuar na
degradagdo de diversos poluentes ambientais, como corantes téxteis e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs). O presente trabalho teve como objetivo principal selecionar o
melhor fungo ligninolitico de origem marinha dentre 115 isolados e otimizar a produgao de
lacase avaliando diferentes fatores por desenho experimental. Em adicdo, a produgdo
enzimatica na presenga de trés corantes té€xteis (Azul Brilhante de Remazol R - RBBR, Preto
Reativo 5 e Preto Sulfuroso) e do HPA pireno, bem como a capacidade de detoxificagdo dos
poluentes e descoloracdo dos corantes pelo fungo selecionado foram avaliadas. A quantificacao
da enzima lacase foi feita por espectrofotometria utilizando ABTS como substrato e resultou
na sele¢do do isolado LAMALI 659. A etapa de otimiza¢do dos parametros de cultivo para
produgdo de lacase pelo fungo selecionado foi realizada pela técnica estatistica sequencial de
Plackett & Burman (P&B). Na triagem inicial, o fungo apresentou producao de 68,89 U/L de
lacase. Os resultados do primeiro P&B, com 10 varidveis, mostraram que a maxima produg¢ao
da enzima (82,25 U/L) foi 19% maior do que em meio nao-otimizado, com efeito positivo
porém nao significativo das seguintes variaveis: extrato de levedura, pH, farelo de trigo, glicose,
temperatura, peptona e extrato de malte. No segundo P&B, com 8 varidveis, observou-se
incremento ainda maior nos valores de producdo da enzima, atingindo 415,89 U/L. Porém,
novamente ndao foram evidenciados efeitos estatisticamente significativos. As varidveis
temperatura, extrato de levedura, nimero de inoculo e farelo de trigo apresentaram efeito
positivo. No terceiro P&B também foram utilizadas 8 varidveis, com a adi¢do de guaiacol e
alcool veratrilico como indutores. A producao de lacase foi de 970,68 U/L, sendo mais que o
dobro do valor do tltimo P&B. Em etapa posterior, na presenca dos poluentes a producao de
lacase apresentou os seguintes valores médios: 684,15 U/L (Preto Sulfuroso); 599,92 U/L
(RBBR); 496,40 U/L (Preto Reativo 5); e 425,24 U/L (Pireno). Paralelamente, o teste de
toxicidade utilizando Artemia sp. como bioindicador mostrou que, tanto para os corantes téxteis
como para o pireno, ndo houve valores significativos de diminui¢cdo de toxicidade. No
experimento de descolorag¢do foram observados resultados qualitativos visualmente favoraveis,
sugerindo que o fungo LAMALI 659 apresentou melhor capacidade de descoloragdao do corante
RBBR, seguido pelo Preto Reativo 5 e Preto Sulfuroso. Os resultados foram promissores quanto

ao potencial deste fungo de origem marinha para a producdo de lacase em condi¢des otimizadas.



A produgdo desta enzima se manteve alta também na presenca de poluentes ambientais. Os
resultados obtidos no presente trabalho estimulam a condugdo de novos estudos relativos a
influéncia de diferentes fatores na detoxificagdo/descoloragdao de poluentes ambientais, bem

como de caracterizagdo e aplicacdo da enzima lacase.

Palavras-chave: Fungos de origem marinha. Desenho experimental. Lacase. Poluentes

ambientais.



ABSTRACT

Marine-derived fungi represent a group of unexplored organisms from the ecological
and biotechnological points of view, but with advantages for applications in environments or
saline processes. The laccase enzyme belongs to the group of oxidades, which can act in the
degradation of various environmental pollutants such as textile dyes and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs). This study aimed to select the best ligninolytic fungus of marine origin
among 115 isolated and optimize the laccase production by evaluating different factors with
experimental design. Additionally, the enzymatic production in the presence of three textile
dyes (Brilliant Blue Remazol R - RBBR, Reactive Black 5 and Black Sulphurous) and HPA
pyrene, as well as the ability to detoxify pollutants and decrease colors by the selected fungus
were evaluated. The quantification of the enzyme laccase was made by spectrophotometry
using ABTS as substrate and resulted in the selection of the isolate LAMAI 659. The
optimization of culture conditions for laccase production by the selected fungus was performed
using sequential statistical technique Plackett & Burman (P&B). In the initial screening, the
fungus showed 68.89 U/L of laccase production. The results of the first P&B (with 10 variables)
showed that maximum enzyme production (82.25 U/L) was 19% higher than in a non-optimized
medium, with positive but not significant effects for the following variables: yeast extract, pH,
wheat bran, glucose, temperature, peptone and malt extract. In the second P&B, with 8
variables, there is even greater increase in enzyme production values, reaching 415.89 U/L.
However, statistically significant effect again were not observed. The variables temperature,
yeast extract, inoculum number and wheat bran presented positive effect. In the third P&B were
also used 8 variables, with the addition of guaiacol and alcohol veratryl as inducers. The
production of laccase was 970.68 U/L, more than twice the value of the last P&B. At a later
stage, producing laccase showed the following averages in the presence of pollutants: 684.15
U/L (Sulphur Black); 599.92 U/L (RBBR); 496.40 U/L (Reactive Black 5); and 425.24 U/L
(Pyrene). Meanwhile, the toxicity test using Artemia sp. as bioindicator showed that for both
textiles dyes and pyrene there were no significant amounts of toxicity reduction. In the
bleaching experiment were visually observed favorable qualitative results, suggesting that the
fungus LAMAI 659 showed better bleaching ability of RBBR dye, followed by Black Reactive
5 and Sulphur Black dyes. The results were promising about the potential of this marine-derived
fungus for the production of laccase in optimized conditions. The production of this enzyme
remained high even in the presence of environmental pollutants. The results obtained in this
study encourage new studies related to the influence of different factors on the
detoxification/discoloration of environmental pollutants as well as characterization and
application of laccase enzyme.

Keywords: Marine-derived fungi. Experimental design. Laccase. Environmental pollutants.
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1. INTRODUCAO

O interesse pela bioprospec¢ao de organismos marinhos para o desenvolvimento de
processos tecnoldgicos tem crescido ao longo dos ultimos anos, sendo seu potencial ainda
pouco explorado. Algumas vantagens podem ser destacadas na utilizagdo de micro-organismos
marinhos como fonte de compostos de interesse sdcio-econdmico, incluindo: i) a grande
diversidade de espécies a serem isoladas, conhecidas e exploradas; ii) a variedade e ineditismo
das moléculas obtidas; iii) a possibilidade do cultivo in vitro; iv) a redu¢ao dos custos em
relacdo a sintese quimica; e v) o favorecimento da producao em escala industrial (SCOPEL,

2012).

A 4area da micologia marinha tem se destacado recentemente, devido a sua aplicabilidade
tecnologica de interesse industrial e ambiental. Esses micro-organismos podem apresentar
vantagens biologicas para aplicagdo em ambientes ou processos salinos, se atendidos também
outros fatores que influenciam no crescimento e producao dos metabdlitos de interesse ao

homem, como por exemplo, nutrientes, temperatura, pH e tempo de incubagao.

Os metabolitos extracelulares produzidos pelos fungos sao moléculas importantes para
seu desenvolvimento no meio natural. Alguns exemplos sdo as enzimas celulases,
hemicelulases, pectinases e ligninases, que permitem o acesso aos polissacarideos de vegetais,
fonte primaria de carbono e energia. Na natureza, a lignina e celulose sdo os principais
constituintes da parede celular dos vegetais, € em conjunto com a hemicelulose formam uma

estrutura conhecida como lignocelulose (ROMMINGER, 2008).

A lignina ¢ descrita como um polimero aromatico, tridimensional e hidrofobico
altamente resistente a degradagdo quimica e bioldgica. Sua alteracdo € essencial no meio natural
para a utilizagdo da celulose pelos micro-organismos e a ciclagem do carbono (CARDOSO et
al., 2009). Os fungos de podriddo branca, que pertencem em sua maioria ao filo Basidiomycota,
sdo os mais efetivos na degradagdo de materiais ligninocelulésicos, com capacidade de degradar

ou modificar a lignina através de enzimas oxidativas extracelulares.

A degradacgdo da lignina ocorre a partir da agdo concomitante das enzimas ligninoliticas,
as quais participam em diferentes reacdes oxidativas, quebrando a estrutura aromadtica e as
ligacdes entre as unidades basicas deste polimero. As principais enzimas associadas com a
degradacao da lignina sdo: lignina peroxidase (EC 1.11.1.14 — LiP), manganés peroxidase (EC
1.11.1.13 - MnP) e lacases (EC 1.10.3.2). Alguns fungos produzem todas elas enquanto outros
produzem um ou duas delas e, segundo Songulashvili et al. (2007), o tipo e a composi¢cdo dos

substratos ligninocelulosicos parece determinar a quantidade e o tipo de enzima produzida.
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Diferentes fungos de podriddo branca podem produzir diferentes combinagdes destas
enzimas. H4 fungos produtores de LiP - MnP, MnP - lacase, LiP - lacase e fungos que nao
produzem nem LiP nem MnP, mas sim lacase ¢ aril alcool oxidase (AAO). Fungos pertencentes
ao grupo LiP — MnP sao efetivos degradadores da lignina, enquanto a capacidade de degradagao
de fungos pertencentes ao grupo LiP — lacase € muito mais baixa (CARDOSO et al., 2009). As
enzimas ligninoliticas, por terem baixa especificidade, sdo capazes de oxidar uma ampla
variedade de poluentes ambientais de dificil degradacao, como os Hidrocarbonetos Policiclicos

Aromaticos (HPAs), os corantes téxteis e outros compostos recalcitrantes.

Os HPAs sdao componentes naturais do petroleo ou outros compostos organicos
constituidos por dois ou mais anéis aromaticos com alto poder carcinogénico e mutagénico e
apresentam toxicidade. Os HPAs também podem ser oriundos da combustdo incompleta de
combustiveis fosseis, de processos industriais ¢ da queima da madeira. Suas caracteristicas
quimicas dependem de propriedades como o niimero de anéis aromaticos e sua configuracao
estrutural, gerando diferentes graus de solubilidade e estabilidade (OLIVEIRA, 2006). Em
ambiente marinhos, eles podem ser liberados por derramamentos acidentais ou durante as
operacgdes de rotina em plataformas petroliferas e no transporte de 6leo. A Agéncia de Prote¢ao
Ambiental dos Estados Unidos (US EPA - Environmental Protection Agency) mantém uma
relacdo de 16 HPAs indicados para monitoramento bioldgico, por serem considerados os mais
perigosos a saide humana e ao meio ambiente, devido a sua capacidade de bioacumulagdo em

cadeias alimentares.

Os basidiomicetos que degradam lignina, normalmente, nao assimilam os HPAs como
unica fonte de carbono, realizando cometabolismo com outras substancias como por exemplo
a glicose, cuja degradacdo resulta na formagdo de quinonas, catalisadas entdo pelas enzimas

ligninoliticas extracelulares (LEMOS et al., 2008).

Dentre os HPAs amplamente estudados, o pireno ¢ um exemplo de composto formado
a partir da combustdo incompleta de matéria organica. Constituido por quatro anéis benzénicos
condensados unidos por mais de uma face, ele inicialmente era usado na fabricacdo de corantes
sintéticos (Figura 1). Por suas propriedades fotofisicas, passou a ser utilizado em componentes

eletronicos e em aplicagdes de estudos biologicos.
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Figura 1 — Formula estrutural do pireno. (Fonte: Autor)

O maior problema relacionado aos corantes sao os efluentes decorrentes dos processos
de tingimento. Estima-se que atualmente estejam disponiveis 2.000 tipos de corantes para a
industria téxtil, quantidade justificada pela diversidade de fibras existentes e pelas
caracteristicas proprias e bem definidas de cada corante. De facil detec¢ao a olho nu em
despejos industriais, os corantes possuem uma ampla classificagdo de acordo com sua estrutura
quimica ou com o modo de fixacdo a fibra téxtil, sendo os principais: corantes reativos, diretos,
azoicos, acidos, de enxofre, dispersivos, pré-metalizados e branqueadores (GUARATINI;
ZANONI, 2000). Suas estruturas moleculares sdo complexas, e apresentam um grupo
cromoforo (os mais conhecidos sdo azo, antraquinona e nitro) e grupos auxiliares que se fixam
a fibra téxtil (natural ou sintética). Metade dos corantes usados atualmente sdo do tipo azo e
cerca de 15% de seus rejeitos industriais sdo descartados no ambiente sem tratamento prévio

(ZANONT; CARNEIRO, 2001).

Tendo em vista a aplicagdo de enzimas ligninoliticas produzidas por micro-organismos
marinhos na biorremedia¢do de ambientes salinos contaminados por HPAs ou em processos
industriais e tratamento de efluente téxtil, o presente estudo pretende obter novos recursos
genéticos para aplicacdo industrial e/ou ambiental e ampliar o conhecimento sobre os fungos

derivados de ambiente marinho.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho proposto ¢ selecionar o melhor fungo ligninolitico de
origem marinha e avaliar a produgdo de enzimas ligninoliticas visando a otimizagao do processo

de produgdo por meio de desenho experimental.

Outros objetivos sdo:

e Avaliar a capacidade de descoloracao de trés corantes téxteis;
e Avaliar a capacidade de detoxificagdao do hidrocarboneto policiclico aromatico pireno;

e Quantificar a produ¢do enzimatica do fungo selecionado em meio contendo corante

téxtil e pireno.
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3. METODOLOGIA

3.1 Sele¢ao do fungo ligninolitico

A selecdo do melhor fungo ligninolitico foi realizada dentre cerca de 115 fungos
filamentosos isolados de diferentes amostras marinhas (esponjas, ouri¢os, algas e sedimentos)
coletadas na regido de Angra dos Reis (Rio de Janeiro) e Alcatrazes (Sao Paulo) no ambito do
Projeto Tematico da Fapesp 2010/50190-2. Os fungos encontram-se mantidos na colecao de
pesquisa associada a Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM-UNESP) e foram
estudados no ambito do projeto Fapesp 2013/19486-0 intitulado “Biotecnologia marinha e

Antéartica: enzimas microbianas e suas aplica¢des”.

Os fungos foram reativados em meio s6lido MA2% (20 g/L de extrato de malte e 20 g/L
de agar) a 28°C por 7 dias e submetidos a analises de pureza e viabilidade celular. A pureza foi
avaliada a partir de exames macroscopicos a olho nu e com lupa, verificando-se a qualidade do

desenvolvimento da coldnia e de seus micélios.

Para a selegdo, as linhagens foram inoculadas em tubos Falcon de 50 mL contendo 15
mL de meio liquido B&K contendo guaiacol (10 g/L de glicose, 2 g/L de peptona, 1 g/L de
extrato de levedura, 20 g/L de agar — adicionado de 0,4 mM de guaiacol em meio ja
autoclavado), a 28°C por 7 dias e a 140 rpm. Na presenga da enzima lacase o guaiacol se
transforma em um composto de coloracdo marrom escura (guaiacoquinona) formado junto ao

micélio do fungo. Foram selecionados os isolados que apresentaram a mudanga de coloragao.

3.2 Avaliagao e quantificacio da atividade enzimatica

Para a obtencdo dos caldos enzimaticos o meio liquido de cultivo MA2% foi
centrifugado a 8.000 rpm por 15 min a 4°C. As atividades enzimaticas foram medidas em

espectrofotometro e determinadas a partir do calculo da diferenga de absorbancia.

Uma unidade enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para
oxidar 1 pmol de substrato por minuto. A atividade enzimatica ¢ expressa em U/L do caldo

enzimatico e os calculos realizados a partir da Equagao 1, derivada da Lei de Lambert-Beer.

UL=AAxVx10°/exRxt (1)
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Onde,

AA diferenca entre a absorbancia final e inicial

\% volume da reagdo (0,001 L em todos os casos)
10°  converte os mols do € para pmols

coeficiente de extingdo molar (M! cm™)

R quantidade de caldo enzimatico (L)

tempo de reagdo (min)

(o]

-~

Lacase: A atividade da Lacase foi detectada a 37°C pela leitura da absorbancia durante
a oxidacdo do substrato ABTS a 420 nm (g = 36.000 M! cm™) por 5 min e 10 min, segundo Li
et al. (2008). A mistura da reacdo continha 0,3 mL de tampao acetato de sodio (0,1 M; pH 5,0),
0,6 mL de caldo enzimatico e 0,1 mL de solu¢ao de ABTS (0,5 mM). A medigao foi feita em

triplicatas.

Lignina peroxidase: A atividade da LiP foi avaliada a partir da leitura da absorbancia
durante a formag¢do do aldeido veratrilico produzido na oxidacdo do alcool veratrilico usado
como substrato (TIEN; KIRK, 1984). A mistura continha 0,2 mL de alcool veratrilico (2,0 mM)
em tampao tartarato de sodio (0,4 M; pH 4,5), 0,2 mL de H>O> (2,0 mM) e 0,6 mL do caldo
enzimatico. A reacao foi iniciada pela adi¢ao do H>O» a temperatura ambiente e a formagao do
aldeido veratrilico determinado pela leitura da absorbancia a 310 nm (g = 9300 M cm™') apés

10 min. A medi¢ao também foi realizada em triplicatas.

Manganés peroxidase: A atividade de MnP foi quantificada pelo método modificado
de Wariishi et al. (1992) com a adi¢do de 50 pL. de H>O> (2 mM) em 0,8 mL de tampao malonato
de sédio (60 mM; pH 4,5), 50 uL. de MnSO4 (10 mM), e 0,1 mL de caldo enzimatico. A
formagio do complexo Mn"-malonato foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 270 nm

(e=11590 M cm™) apés 5 min, em triplicatas.

Apbs a quantificacdo da produgdo das trés enzimas, a selecdo do fungo a ser otimizado

deu-se através da analise quantitativa dos resultados obtidos.

3.3 Otimizagao

A etapa de otimizagdo dos parametros de cultivo do fungo selecionado foi embasada na
técnica de pesquisa estatistica sequencial de Plackett & Burman (P&B). Durante a fase de pré-
planejamento, foi definido qual o objetivo do experimento a ser realizado, suas unidades

experimentais, a selecdo dos fatores a serem estudados e a selecdo da(s) variavel(eis)-
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independentes. Em seguida, foi realizado o ensaio (inicialmente com n=10 variaveis) de acordo
com os parametros e condi¢des estabelecidos (item 4.2), em amostras inoculadas em meio
liquido em Erlenmeyers de 100 ml e incubadas a 140 rpm, com a posterior quantificacdo dos
dados por espectrofotometria. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com o
programa computacional STATISTICA versdao 7 (MAGRINI, 2012). Foi entdo estudada a
influéncia e a significancia dos pardmetros nos resultados obtidos, € a partir deles novos

delineamentos foram realizados.

3.4 Avaliacao da detoxificacdo e descoloracio de poluentes ambientais

a. Condicdes de cultivo

As condigoes de cultivo foram as mesmas tanto para os ensaios com o HPA pireno como
para os ensaios com corantes téxteis. O fungo selecionado foi inicialmente cultivado em meio
solido MA2% a 28°C por 7 dias. Em seguida, cilindros (cerca de Smm de didmetro) de agar
com indculo foram transferidos para Erlenmeyer (150ml) nas condi¢des otimizadas (item 3.3).
Ap6s 72h de incubagido, a 25°C e 140 rpm, foram adicionados aos frascos corantes e pireno nas
seguintes concentragdes (DA SILVA, 2008):

e Corante Preto Reativo 5 (PR5): 200 ppm (200 mg/L)
e Corante Preto Sulfuroso (P Sulf): 500 ppm (500 mg/L)
e Corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR): 500 ppm (500 mg/L)

e Pireno, previamente dissolvido em dimetilsulfoxido: 40 ppm (40 mg/L)

Os ensaios foram feitos em triplicatas, além de ensaios-controle contendo meio +
corante/pireno, e contendo meio + isolado. Apos 7 dias de incubag¢do, o sobrenadante utilizado
nos ensaios de toxicidade e producdo enzimatica foi obtido através de filtragdo a vacuo

(adaptado de SANTOS, 2010).

b. Teste de toxicidade

A toxicidade dos ensaios contendo corantes téxteis ou pireno foi avaliada utilizando-se
o microcrustaceo Artemia sp., da ordem Anostraca, como bioindicador de toxicidade aguda.
Ovos de Artemia sp. foram incubados em ASW — Artificial Seawater sob iluminagdo
incandescente (entre 25°C e 30°C) por 48 horas, para a eclosdo das larvas (nduplios). Em

seguida, preparou-se os tubos de ensaio contendo 0,3 ml de solu¢do salina de NaCl (30%), 2,7



15

mL da respectiva solugdo (corante téxtil, pireno ou amostra-controle) e 30 larvas. Foram feitas
triplicatas para cada poluente (corantes téxteis e pireno) e controle negativo (meio e poluente).
Os tubos de ensaio foram incubados em temperatura ambiente (20°C-25°C) e sob luminosidade
constante. Depois de 24 horas de exposi¢ao do bioindicador a amostra de poluente foi realizada
a contagem de mortos e sobreviventes, e os resultados foram analisados estaticamente em

software computacional livre BioEstat versao 5.0.

c. Avaliacdo da descoloracéo de corantes téxteis

A capacidade de descoloracao em meio liquido foi diretamente avaliada a partir dos
sobrenadantes obtidos, utilizados para ensaios de toxicidade (item 3.4). Os ensaios foram
comparados com os ensaios-controle e avaliados qualitativamente em relacao a descoloragao,
a partir de quatro diferentes classificagdes visuais: nenhuma descoloragao (-), pouca

descoloragdo (+), descoloragdo mediana (+ +), e alta descoloragdo (+ + +).

d. Quantificacdo da atividade enzimatica durante a descoloracdo/detoxificacdo de

poluentes ambientais

Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinagdo das atividades
enzimatica, tanto na presenga dos corantes téxteis como na presenca de pireno, seguindo a

metodologia reportada no item 3.2, além dos ensaios-controle para cada poluente.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Selecao dos fungos ligninoliticos
Dentre os 115 fungos estudados, 28 apresentaram resultados positivos para producao de
lacase no teste em meio liquido B&K contendo guaiacol. A partir deste resultado, foi realizada
a quantificacdo das enzimas LiP, MnP e Lacase utilizando a espectrofotometria. Os parametros
utilizados para o calculo da atividade enzimatica estao apresentados na Tabela 1 e os resultados

da quantificacao das enzimas estudadas estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 1 — Parametros usados em espectrofotometro na quantificacdo das enzimas ligninoliticas LiP, MnP e
Lacase (adaptado de Brexo6, 2013).

LiP MnP Lacase
AA - diferenga entre Abs r— Abs ; Abs t— Abs ; Abs r— Abs ;
absorbancias final e inicial (310 nm) (270 nm) (420 nm)
V — volume da reagédo 0,001 L (1 ml) 0,001 L (1 ml) 0,001 L (1 ml)
€- coeﬁmegte dﬁ extingdo 9.300 4.460 36.000
M cm™)
R — quantidade de caldo
enzimatico (L) 0,0006 (0,6 mL) 0,0001 (0,1 mL) 0,0006 (0,6 mL)
t — tempo de reacdo (min) 10 5 Sel0

Tabela 2 — Quantificacdo das enzimas ligninoliticas LiP, MnP e Lacase produzidas pelos fungos com resultados
positivos no teste com B&K liquido e guaiacol (7 dias de cultivo a 28 °C e 140 rpm).

CODIGO LiP (U/L) MnP (U/L) Lacase (U/L)
LAMAI 625 0 0 6,37
LAMAI 629 0 0 0
LAMAI 631 0 0 0
LAMAI 633 0 0 0
LAMAI 635 0 0 0
LAMAI 637 0 0 0
LAMAI 640 0 0 0,012
LAMAI 641 0 0 0,038
LAMAI 646 0 0 17,22
LAMAI 648 6,03 2,01 0
LAMAI 650 0 0 0
LAMAI 651 0 0 0,10
LAMAI 652 0 0 0,03
LAMAI 653 0 0 6,86
LAMAI 658 0 0 14,12
LAMAI 659 0 0 68,89
LAMAI 660 0 0 3,40
LAMAI 664 0,66 0 7,85
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LAMAI 687 0 0 0
LAMAI 697 0 0 0,03
LAMAI 698 0 0 0,09
LAMAI 699 0 0 10,31
LAMAI 700 0 0 0
LAMAI 701 0 0 0
LAMAI 702 0 0 0
LAMAI 703 1,43 0 0,03
LAMAI 704 0 6,50 0
LAMAI 705 0 0 0

Em geral, os isolados ndo apresentaram ou apresentaram atividades muito baixas para
as enzimas LiP e MnP. A producdo de lacase foi mais expressiva, sendo dado enfoque para a
mesma na etapa seguinte. Os isolados que se destacaram na produgdo de lacase foram LAMAI
699 (10,31 UI/L), LAMAI 658 (14,12 UI/L), LAMALI 646 (17,22 UI/L) e LAMAI 659 (68,89
UI/L). Com base nos resultados obtidos, o isolado LAMAI 659 (Figura 2) foi selecionado e

submetido aos experimentos de otimizagao.

Figura 2. Fungo filamentoso LAMAI 659 isolado de amostra de

sedimento fino na regido de Alcatrazes no Estado de Sdo Paulo. (Fonte: Autor)

4.2 Otimizacao

A otimizagdo da producdo de lacase através do método Plackett&Burman (P&B) foi
iniciada com a utilizacdo de 10 variaveis, a saber: numero de in6culos, glicose, extrato de malte,
extrato de peptona, extrato de levedura, farelo de trigo, sulfato de cobre (CuSOs4), temperatura,
salinidade (4gua do mar, ASW — Artificial Seawater) e pH. Em ensaios onde a salinidade foi
selecionada como varidvel, fez-se uso de ASW — Artificial Seawater, cuja composi¢ado incluia:

10,827 g/L MgCl,.H,0; 1,509 g/L CaCla.2H,0; 0,020 g/L SrCla.6H,0; 23,926 g/L NaCl; 4,008
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g/L NaxSOyq; 0,677 g/L KCI; 0,196 g/ NaHCOs3; 0,098 g/L KBr; e 0,026 g/ H3BO3. As

unidades experimentais estao detalhadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Variaveis utilizadas no 1° P&B e os seus respectivos valores (concentracdes)

1°P&B — LAMAI 659

Variaveis
1. N°de cilindros do inoculo

2. Glicose (g/L)
3. Ext. malte (g/L)
4. Peptona (g/L)

5. Ext. levedura (g/L)
6. Farelo de trigo (g/L)

7. CuSO4 mM
8. Temperatura (°C)

9. Salinidade - ASW (ml)
10. pH

-1

S O O W

0

1 (0,05 g/50 ml)

0
15

0 (0%)

4,5

5 (0,25 g/50 ml)
10 (0,50 g/50 ml)
1 (0,05 g/50 ml)
1 (0,05 g/50 ml)
2 (0,1 g/50 ml)

25 ml (50%)

0
4

2,5
20

6,25

+1

5

10 (0,50 g/50 ml)
20 (1g/50 ml)
2(0,1 g/50 ml)
2(0,1 g/50 ml)
3 (0,2 g/50 ml)

5
25

50 ml (100%)

8

Para um total de n=10 variaveis, foi utilizada uma matriz com 16 interagdes entre os

parametros, além da inclusdo de 4 amostras-controle (nivel 0), totalizando 20 ensaios. Os

experimentos foram incubados por 7 dias a 140 rpm, de acordo com a matriz apresentada

abaixo. Os resultados da produgdo de lacase estdo apresentados na tltima coluna da Tabela 4.

Tabela 4 — Matriz 1° P&B para 16 ensaios e a producdo de lacase (U/L).

Indculo  Glicose J\fz;e Peptona Leif;;wa di'?z;]o ?:jg 4 Tem?fgmm ASW  pH degiiz da I;;gis)e
1 5 0 0 0 0lg 005g 0 25 50ml 45 0 1,42
2 5 0,50 g 0 0 0 02g 0 15 50 ml 8 0 0,96
3 5 050g lg 0 0 005g 5 15 0 8 50 ml 0
4 5 0,50 g lg 0,lg 0 005¢g 0 25 0 45 50 ml 30,72
5 3 0,50 g lg 0,1lg 01lg 0,05 g 0 15 50ml 45 0 7.88
6 5 0 lg 0lg 01g 02g 0 15 0 8 soml | 4849
7 3 050¢g 0 01lg 0lg 02g 5 15 0 45 50 ml 0
8 5 0 lg 0 01lg 02g 5 25 0 45 50 ml 0,17
9 5 0,50 g 0 0,1lg 0 02g 5 25 50ml 45 0 0,20
10 3 050g lg 0 01g 0,05g 5 25 50ml 8 0 0
11 3 0 lg 01lg 0 02g 0 25 50 ml 8 0 0
12 5 0 0 0,lg 01lg 005¢g 5 15 50 ml 8 0 0,61
13 3 050g 0 0 01g 02g 0 25 0 8 50 ml 82,25
14 3 0 lg 0 0 02g 5 15 50ml 45 0 0,025
15 3 0 0 0lg 0 005¢g 5 25 0 8 50 ml 0,67
16 3 0 0 0 0 005g 0 15 0 45 50 ml 0
17(C) 4 0.25¢g 0,50g 005¢g 0,05g 0,1lg 2,5 20 25ml 6,25 25 ml 61,88
18 (C) 4 0.25g 0,50g 005¢g 0,05g 0,1lg 2,5 20 25ml 6,25 25 ml 54,01
19 (C) 4 025g 0,50g 005g 005g 01g 25 20 25ml 625  25ml 40,46
20(C) 4 025g  050g 005g 0,05g 0lg 25 20 25ml 625 25ml 51,17
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Os resultados demonstraram que a maior produgao de lacase ocorreu no ensaio 13 (82,25
U/L), sendo 19% maior do que a atividade enzimatica obtida em meio ndo otimizado (68,89
U/L). As condigdes de cultivo do ensaio 13 foram: 50 ml de agua destilada (auséncia de
salinidade); 3 pellets de in6culo; 0,05g de glicose; 0,1g de extrato de levedura; e 0,2g de farelo
de trigo, temperatura de 25°C e pH 8. Os ensaios-controle mostraram similaridade em seus

resultados, validando assim o experimento.

A analise estatistica no programa computacional STATISTICA gerou as informagdes
destacadas na Tabela 5. A analise estatistica em software possibilita indicar se o efeito de
determinada varidvel foi positivo ou negativo em relagdo ao objeto de estudo do planejamento
experimental, e em que grau. O valor de p indica a significancia estatistica de determinada
variavel, isto €, o grau de confiabilidade de um resultado. Para o desenho experimental de

sistemas bioldgicos, considerou-se significativo valores de p <0,1.

Tabela 5 — Analise do 1° P&B (n=10) em software Statistica, versdo 7.

1°P&B Efeito P
1. N°de cilindros do inoculo -1,03 0,947
2. Glicose (g/L) 8,81 0,577
3. Ext Malte (g/L) 0,12 0,994
4. Peptona (g/L) 0,48 0,975
5. Ext levedura (g/L) 13,54 0,397
6. Farelo de trigo (g/L) 11,36 0,474
7. CuSO4 mM -21,27 0,196
8. Temperatura (°C) 7,18 0,648
9. ASW (ml) -18,90 0,246
10. pH 11,54 0,468

Apesar de ndo evidenciarmos efeitos estatisticamente significativos (p<0,1) a analise
indicou efeito positivo das seguintes varidveis, em ordem de significancia: (5) Extrato de
levedura, (10) pH, (6) Farelo de trigo, (2) Glicose, (8) Temperatura, (4) Peptona e (3) Extrato
de malte. Trés varidveis apresentaram influéncia negativa na producao de lacase, sendo a mais

significativa a (7) CuSO4, seguido pela (9) ASW e (1) nimero de in6culos.

Para otimizacdo do ensaio, optou-se por eliminar as variaveis Peptona e Extrato de
malte, por apresentarem baixa significancia (ainda que positiva) para a produ¢do da lacase. O

CuSOq4 teve elevado efeito negativo, embora seja conhecida sua influéncia como indutor na
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producdo de lacases (LEONOWICZ, 2001). As demais varidveis positivas e as com efeito

negativo foram mantidas, porém alterou-se suas propor¢des, como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Variaveis utilizadas no 2° P&B e os seus respectivos valores (concentragdes)

2°P&B
Varidaveis -1 0 +1
1. N°de cilindros do inéculo 3 4 5
2. Glicose (g/L) 0 10 (0,5 g/50 ml) 20 (1,0 g/50 ml)
3. Ext levedura (g/L) 0 2 (0,1 g/50 ml) 4 (0,2 g/50 ml)
4. Farelo de trigo (g/L) 0 2 (0,1 g/50 ml) 4 (0,2 g/50 ml)
5. CuSO4 mM 0 1 2
6. Temperatura (°C) 15 20 25
7. ASW (ml) 0 (0%) 25 ml (50%) 50 ml (100%)
8. pH 6 7 8

Para um total de n=8 varidveis, foi utilizada uma matriz P&B com 12 interagdes entre
os parametros, mantendo-se os 4 ensaios para controle. As amostras foram inoculadas e
incubadas por 7 dias a 140 rpm, de acordo com a matriz apresentada na Tabela 7. Os resultados

de producao de lacase estdo apresentados na ultima coluna da Tabela 7.

Tabela 7 - Matriz 2° P&B para 12 ensaios e a produgao de lacase (U/L)

Indculo Glicose Lei’?wa Fﬂ;:i?ode (;:ISH;); Tem}(,féfmm ASW rH de:zzlzda L(tg/‘gg
1 5 0 02¢g 0 0 15 50 ml 8 0 0
2 5 10g 0 02¢g 0 15 0 8 50 ml 0,06
3 3 10g 02¢g 0 2 15 6 50 ml 0
4 5 0 02¢g 02¢g 0 25 6 50 ml 415,89
5 5 10g 0 02¢g 2 15 50 ml 6 0 0,85
6 5 10g 02¢g 0 2 25 0 8 50 ml 116,32
7 3 10g 02¢g 02¢g 0 25 50 ml 6 87.96
8 3 0 02¢g 02¢g 2 15 50 ml 8 0 0,09
9 3 0 0 02g 2 25 0 8 50 ml 1.32
10 5 0 0 0 2 25 50 ml 6 0
11 3 1,0g 0 0 0 25 50 ml 8 0,03
12 3 0 0 0 0 15 0 6 50 ml 1,05
13 (C) 4 0.50 g 0.1g 01g 1 20 25 ml 7 25 ml 256,69
14 (C) 4 0.50g 0,1g 0,1g 1 20 25 ml 7 25 ml 208,59
15 (C) 4 0.50¢g 0lg 0lg 1 20 25 ml 7 25 ml 536,26
16 (C) 4 0.50¢g 0,lg 0lg 1 20 25 ml 7 25 ml 241,77
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Neste segundo P&B, foi observado um aumento consideravel nos valores obtidos para
a produgdo de lacase no ensaio 4 (415, 89 U/L), sendo 503,7% maior do que o valor sem
otimizag¢ado (68,89 U/L) e 405,6% maior do que o valor da primeira otimizacao (82,25 U/L). O
ensaio 4 era composto por: 5 indculos; 0,2 g de extrato de levedura; e 0,2 g de farelo de trigo,
temperatura de 25°C e pH 6. Novamente, o meio que mais produziu lacase ndo apresentava
salinidade em sua composi¢do, indicando a possibilidade do isolado selecionado ser um fungo
marinho facultativo. Um valor de produgdo de lacase ainda maior que a do ensaio 4 foi
encontrado no ensaio 15 (ponto central). Entretanto, entre os valores obtidos nas amostras-
controle (ponto central) ¢ perceptivel que o valor do ensaio 15 (C) = 536,26 U/L estd muito
acima dos demais, sendo que suas condigdes eram idénticas as do ensaiol3 (C) = 256,69 U/L;
ensaio 14 (C) = 208,59 U/L; e ensaio 16 (C) = 241,77 U/L. Para continuagdo da otimizagdo, o
ensaio 4 e a amostra-controle foram refeitos para validacdo dos valores. Os resultados
confirmaram a elevada produgdo nas condi¢des do ensaio 4 (462, 18 U/L) e o valor para o

ensaio-controle (148,99 U/L) foi mais proximo aos dos ensaios 13(C), 14 (C) e 16 (C).

A analise estatistica do segundo P&B gerou os resultados da Tabela 8, apresentados a

seguir.

Tabela 8 - Analise do 2° P&B (n=8) em software Statistica, versao 7.

2°P&B Efeito P
1. N°de cilindros do inoculo 73,78 0,552
2. Glicose (g/L) -35,52 0,773
3. Ext Levedura (g/L) 102,83 0,413
4. Farelo de trigo (g/L) 64,80 0,601
5. CuSO4 mM -64,40 0,603
6. Temperatura (°C) 103,24 0,412
7. ASW (ml) -74,28 0,550
8. pH -64,65 0,602

Novamente ndo foi evidenciado efeitos estatisticamente significativos (p<O0,1).
Entretanto, o efeito positivo deu-se pelas seguintes variaveis, em ordem de significancia: (6)
Temperatura, (3) Extrato de levedura, (1) Numero de inoculos e (4) Farelo de trigo. Em
contrapartida, as variaveis (7) ASW, (8) pH, (5) CuSO4 e (2) Glicose apresentaram influéncia

negativa para a produgao de lacase.
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Com base nos resultados obtidos no 2° P&B, foi estruturado um terceiro onde a variavel

glicose foi retirada da constituicdo do meio e os valores de CuSO4e ASW foram reduzidos. A

temperatura, que nos ensaios anteriores havia se mostrado favoravel ao desenvolvimento do

isolado em 25°C, foi entdo fixada como condi¢do de cultivo geral. Além disso, foram

adicionados outros dois indutores da produgdo de lacase, o guaiacol e o alcool veratrilico

(ARORA; GILL, 2000), como demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9 — Variaveis utilizadas no 3° P&B e os seus respectivos valores (concentragdes)

3°P&B

Variaveis

1. N°de cilindros do inoculo

2. Ext Levedura (g/L)

3. Farelo de trigo (g/L)

4. CuSO4 mM

5. Alcool veratrilico mM

6. Guaiacol mM

7. ASW (ml)
8. pH

4 (0,2 g/50ml)
4 (0,2 g/50ml)

0

6

(0,3 g/50ml)

(0,3 g/50ml)
0,5mM
0,2mM
0,2mM

12,5 ml (50%) 25 ml (100%)

7

(0,4 g/50ml)
(0,4 g/50ml)

Assim como no ensaio anterior, foi utilizada uma matriz P&B com 12 intera¢des entre

0s parametros, ¢ 0s 4 ensaios para controle. As amostras foram inoculadas e incubadas por 7

dias a 140 rpm, de acordo com a matriz da Tabela 10, que também apresenta os resultados para

a producdo de lacase.

Tabela 10 - Matriz Codificada 3° P&B para 12 ensaios e a producdo de lacase (U/L)

Indculo Leij.um diai": rii:o V;ft:gco Guaiacol ASW PH degi:da ﬁ'g/;;e

1 7 02¢g 04¢g 0 0 0 25 ml 8 25 ml 80,44

2 7 04¢g 02¢g 1 0 0 8 50 ml 527,01

3 5 04¢g 04¢g 0 0,4 0 6 50 ml 831,28

4 7 02¢g 04g 1 0 0.4 6 50 ml 136,77

5 7 04¢g 02¢g 1 04 0 25 ml 6 25 ml 344,91

6 7 04¢g 04¢g 0 0.4 0.4 0 8 50 ml 970,68

7 5 04¢g 04¢g 1 0 0.4 25 ml 6 25 ml 317,13

8 5 02¢g 04¢g 1 04 0 25 ml 8 25 ml 257,72

9 5 02¢g 02¢g 1 0.4 0.4 0 8 50 ml 449,07

10 7 02¢g 02¢g 0 0,4 0.4 25 ml 6 25 ml 145,25
11 5 04¢g 02¢g 0 0 0.4 25 ml 8 25 ml 2,15

12 5 02¢g 02¢g 0 0 0 0 6 50 ml 447,02

13 (C) 6 03¢g 03¢g 0.5 0,2 0.2 12,5 ml 7 37.5ml 425,15

14 (C) 6 03¢g 03¢g 0.5 0,2 0,2 12,5 ml 7 37.5ml 358,80

15(C) 6 03¢g 03¢g 0,5 0,2 0.2 12,5 ml 7 37.5ml 343,36

16 (C) 6 03¢g 03¢g 0,5 0,2 0.2 12,5 ml 7 37.5ml 296,30
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Neste terceiro P&B, o maior valor de producao de lacase foi obtido no ensaio 6 (970,68
U/L), sendo 14 vezes maior do que o valor sem otimizacao (68,89 U/L), 12 vezes maior do que
o valor da primeira otimizagao (82,25 U/L), e mais de 2 vezes maior do que o valor da tltima
otimizagao (415,89 U/L). O ensaio 6 era composto de: 7 indculos; 0,4 g de extrato de levedura;
0,4 g de farelo de trigo; alcool veratrilico a 4 mM; e guaiacol a 0,4 mM. A temperatura estava

fixada a 25°C, com pH 8.

A analise estatistica do terceiro P&B gerou os resultados da Tabela 11, apresentados

abaixo.

Tabela 11 - Analise do 3° P&B (n=8) em software Statistica, versdo 7.

3°P&B Efeito D
1. N°de cilindros do inoculo -16,55 0,826
2. Ext. levedura (g/L) 246,15 0,011
3. Farelo de trigo (g/L) 113,10 0,163
4. CuSO4 mM -74,03 0,342
5. Alcool Veratrilico mM 248,07 0,011
6. Guaiacol mM -77,88 0,319
7. ASW (ml) -369,04 0,001
8. pH 10,78 0,886

Com esta nova batelada de ensaios foi possivel evidenciar efeitos estatisticamente
significativos (p<0,1) das variaveis: (7) ASW, (2) Extrato de Levedura e (5) Alcool Veratrilico,
sendo estas duas ultimas com efeito positivo. O efeito positivo foi observado nas seguintes
variaveis: (5) Alcool Veratrilico, (2) Extrato de levedura, (3) Farelo de trigo e (8) pH. Por outro
lado, (7) ASW, (6) Guaiacol, (4) CuSO4 e (1) Numero de inoculo apresentaram influéncia

negativa para a producao de lacase.

De modo geral ¢ possivel observar que, apds trés etapas de otimizacdo, o fungo
selecionado se desenvolveu bem em temperatura ambiente (25°C) e em condi¢des de baixa
salinidade, com pH em torno de 8. Os principais componentes do meio que demonstraram efeito
positivo foram o dlcool veratrilico (como indutor de lacase), o extrato de levedura (como fonte
de nitrogénio) e o farelo de trigo (substrato fibroso rico em carbono e nitrogénio). A Figura 3
evidencia a progressao da atividade da enzima produzida pelo fungo LAMAI 659 ao longo do

processo de otimizagao.



24

Otimizacao da produgdo de lacase pelo
fungo LAMAI 659
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Figura 3 — Grafico de desenvolvimento da produgao de lacase ao longo etapas de otimizagdo. (Fonte: Autor)

Um dos principais desafios da aplicacdo das enzimas ligninoliticas em processos
industriais ¢ a sua obten¢do em grandes quantidades e a custos competitivos. Além disso, a
escolha adequada do micro-organismo, do tipo de biorreator e das condi¢des do bioprocesso
sdo determinantes para a viabilidade da produ¢cao (MOILANEN et al, 2015). Diversos trabalhos
destacam a elevada produgdo de enzimas ligninoliticas por basidiomicetos, sendo o fungo
Tratemes pubescens atualmente o maior produtor de lacase (740.000 U/L apds 692 h de cultivo
em sistema de batelada alimentada) (GALHAUP & HALTRICH, 2001; GALHAUP et al.,
2002). No Brasil, Bettin et al. (2011) reportaram valores de 40.000 U/L em 144 horas de cultivo
do fungo Pleurotus sajor-caju PS-2001 em biorreator de bancada. Mainardi (2015) utilizou
sistemas de biorreator de bancada com agitagdo mecanica e air-lift para estudar a produgédo de
lacase pelo fungo de origem marinha Peniophora sp. CBMAI 1063, onde foi possivel observar
producdo de 2.700 U/L e 4.014 U/L, respectivamente.

Além dos fungos da podridao branca (white-rot fungi), conhecidos como produtores de
enzimas ligninoliticas, a atividade de lacase em fungos anamorficos e ascomicetos também tem
sido reportada. Aghaie-Khouzani et al. (2012) conseguiram otimizar a produ¢do da enzima
lacase de 970 U/L para 16.678 U/L com o ascomiceto Paraconiothyrium variabile. De forma
semelhante, Sadhasivam et al. (2008) reportaram 4.360 U/L de lacase (apés 4 dias de

incubagdo) produzida pelo fungo Trichoderma harzianum WL ap6s otimizagao e purificagio.
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4.3 Avalia¢ao da toxicidade
A contagem de microcrustaceos sobrevivente € mortos apds 24 horas de exposi¢do do
bioindicador a amostra de corante téxtil ou pireno, estd indicada na Tabela 12. Os valores
utilizados para a analise estatistica foram: (1) total de sobreviventes no ensaio controle (meio e
fungo), (2) total de sobreviventes em cada controle dos respectivos corantes ou pireno, ¢ (3)
valor médio do total de sobreviventes das triplicatas. Os valores foram comparados em modelo

de meta-analise, para varias propor¢des, o resultado obtido em software encontra-se a seguir.

Tabela 12 — Relag@o de microcrustaceos sobreviventes e mortos, apos 24 horas de exposi¢ao a

poluentes, e andlise estatistica dos resultados.

CONTROLE (M + F)

VIVO MORTO
Controle 34 56

(meio + isolado)

RBBR (500 ppm) PR 5 (200 ppm) Preto Sulfuroso (500 ppm)

Controle 21 69 Controle 9 81 Controle 11 79
(meio + poluente) (meio + poluente) (meio + poluente)
RBBR T1 12 77 PRS5T1 13 77 P SULF T1 8 82
RBBR T2 33 57 PR5T2 3 87 P SULF T2 0 90
RBBR T3 10 80 PRS5T3 7 83 PSULF T3 10 80
Valor médio Valor médio Valor médio
das triplicatas 18 7 das triplicatas 82 das triplicatas 6 84
Comparagoes Comparagoes Comparagoes
RBBR q p-valor PRS q p-valor P SULF q p-valor
Proporgées (1) e (2) 2.9626 ns Proporgdes (1) e (2) 6.3612 <0.01 Proporgdes (1) e (2) 5.7057 <0.01
Proporgdes (1) e (3) 3.7205 < 0.05 Proporgdes (1) e (3) 6.7119 <0.01 Proporgoes (1) e (3) 7.4749 <0.01
Proporgées (2) e (3) 0.7579 ns Proporgoes (2) e (3) 0.3506 ns Proporgoes (2) e (3) 1.7692 ns
Valor critico (0.05) = 3.314 --- Valor critico (0.05) = 3.314 - Valor critico (0.05) = 3.314 -

Valor critico (0.01) = 4.12 --- Valor critico (0.01) = 4.12 --- Valor critico (0.01) = 4.12 -—-
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Tabela 12 — Relag@o de microcrustaceos sobreviventes ¢ mortos, apos 24 horas de exposicao a poluentes, e

analise estatistica dos resultados. (cont.)

Pireno (40 ppm)

Controle
(Meio + 15 75
poluente)
PIRENO T1 5 85
PIRENO T2 5 84
PIRENO T3 17 73
Val(n_' n}édio das 9 81
triplicatas
Comparagoes
) -valor
Pireno q P

Proporgdes (1) e (2) 45,259 <0.01
Proporgdes (1) e (3) 63,612 <0.01

Proporgdes (2) e (3) 18,353 ns
Valor critico (0.05) = 3,314 --
Valor critico (0.01) = 412 ---

De modo geral, os resultados apresentaram valores ndo significativos (ns) de
detoxifica¢do para os corantes téxteis (RBBR, PR 5 e P Sulf) e para o pireno. Isso pode ser
percebido pela propor¢ao entre (2) e (3), que ndo indicou um acréscimo expressivo de
sobreviventes apds o periodo de incubacdo do fungo selecionado com o poluente. Além disso,
a propor¢ao entre (1) Numero de sobreviventes no ensaio controle (meio + fungo) e (3) Valor
médio do total de sobreviventes das triplicatas apresentou significancia de resultados para os
trés corantes e o pireno, indicando que o numero de microscrusticeos vivos apds o ensaio
(RBBR= 18; PR 5 = §; Preto Sulfuroso = 6 e Pireno= 9) foi menor do que no ensaio-controle
(Controle [M+F]= 34). E importante destacar que o proprio ensaio contendo apenas meio de
cultivo e o fungo apresentou valores relativamente baixos de sobreviventes (média de 11
sobreviventes por triplicata), podendo ser um indicativo de que o meio de cultivo otimizado

apresente certa toxicidade.
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4.4 Avaliacao da descoloraciao de corantes téxteis

A descoloracdo dos corantes Azul Brilhante de Remazol R (RBBR), Preto Reativo 5
(PR5), e Preto Sulfuroso (P Sulf) foi avaliada visualmente e qualitativamente em relagao aos
ensaios-controle (meio e corante) para cada um dos corantes. Os resultados seguem indicados

na Tabela 13, seguidos de fotos referentes a cada corante e seus ensaios em triplicatas (Figura

4).

Tabela 13 — Avaliagao visual da descoloracdo de corantes em relagdo aos seus respectivos ensaios-

controle
TRIPLICATA1 TRIPLICATA2 TRIPLICATA 3
RBBR ++ +++ -
PRS ++ - ++
PSULF + + +

Legenda: nenhuma descoloracao (-), pouca descoloragdo (+), descoloragao

mediana (+ +), e alta descoloragdo (+ + +).
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RBBR RBBR
Controle T1

PR5 | : PSULF PSULF PSULF P SULF
Controle ‘ o Controle T1 T2 ‘ T3

Figura 4 — Fotos do ensaio contendo apenas o meio ¢ o isolado, e dos ensaios contendo corantes Azul Brilhante

de Remazol R (RBBR), Preto Reativo 5 (PRS), e Preto Sulfuroso (P Sulf). (Fonte: Autor)

Ribeiro (2013) enfatiza que a produgdo de enzimas ligninoliticas, dentre elas a lacase,
pode contribuir efetivamente para a mineralizagdo de compostos recalcitrantes como HPAs e
corantes aromaticos. Nas imagens da Figura 3 podemos verificar alteragdo na tonalidade entre
0 ensaio-controle e as amostras (bioensaios) de cada corante. A amostra RBBR T2 foi a que
apresentou, visualmente, maior clareamento em relagdo ao seu ensaio controle. Entretanto, as
amostras RBBR T3 e PR5 T2 ndo apresentaram variagdo da coloragdo, sugerindo alguma falha
de inoculacdo durante a execucdo dos ensaios. Em adicdo, cabe ressaltar que o meio de cultivo

utilizado apresentava guaiacol em sua composi¢ao, que por si s6 induz a mudanga de cor uma
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vez que sua oxidacdo pela lacase (produzida pelo isolado) gera uma coloragdo de tom marrom
no meio. Essa alteragdo deve ser levada em conta em ensaios futuros de quantificagdo da

descoloragao dos corantes.

4.5 Quantificacio da atividade enzimatica

Os resultados da quantificacdo das atividades enzimaticas dos meios acrescidos dos
corantes Preto Sulfuroso (P Sulf), Preto Reativo 5 (PRS) e Azul Brilhante de Remazol R
(RBBR) estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Analise da quantificacdo enzimatica dos ensaios com corantes Preto Sulfuroso (P. Sulf.), Preto

Reativo 5 (PRS) e Azul Brilhante de Remazol R (RBBR), em triplicatas.

Lacase (U/L) LiP (U/L) MnP (U/L)

Controle sem
poluentes 510,80 0 0
(Meio + isolado)

Sul;;lf:zso Lacase LiP MnP R;‘:&; 5 Lacase LiP MnP
(triplicatas) (UL) (U/L) (U/L) (triplicatas) (U/L) (UL) (UL)
P Sulf T1 696,76 0 0 PR5T1 514,92 0 0
P Sulf T2 627,31 0 0 PR5 T2 7,14 0 17,26
P Sulf T3 728,39 0 1,15 PR5 T3 477,88 0 5,75

RBBR Lacase LiP MnP
(triplicatas) (U/L) (U/L) (U/L)
RBBR T1 614,20 0 19,44
RBBR T2 585,65 0 18,41
RBBR T3 -—-- -—-- -—--

A andlise dos resultados demonstra que houve elevada producdo da enzima lacase nos
ensaios dos trés corantes, atingindo valores proximos e inclusive maiores do que no ensaio

controle (510,80 U/L), o qual continha apenas o meio otimizado ¢ o fungo. Assim como no
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teste de descoloracdo, duas amostras (PRS T2 e RBBR T3) apresentaram valores que nao
condizem com as demais triplicatas e, portanto, foram descartadas das analises dos resultados.
A maior média de producao de lacase foi obtida no ensaio contendo o corante Preto Sulfuroso
(684,15 U/L), enquanto que para os ensaios com RBBR e Preto Reativo 5 os resultados médios

foram, respectivamente, 599,92 U/L e 496,40 U/L.

O fato de ndo ocorrer produg¢do de LiP e baixa producdo de MnP condiz com os
resultados obtidos anteriormente na etapa de selecao do isolado visto que ndo havia indicagdo
da producgdo destas enzimas. Os valores obtidos para MnP podem estar relacionados com a
utilizagdo de meio de cultivo otimizado nesta etapa, visto que na etapa de selecao do fungo foi

utilizado o meio MA 2%.

As atividades enzimaticas para os ensaios contendo o HPA pireno estdo apresentados

na Tabela 14.

Tabela 14 - Analise da quantificacdo enzimatica dos ensaios com HPA pireno, em triplicatas.

Controle Pireno Lacase (U/L) LiP (U/L) MnP (U/L)

Controle sem poluente

(Meio + isolado) AL Byt v
Pireno Lacase . MnP
(triplicatas) wry HPUL gy
Pireno T1 419,75 0 3,57
Pireno T2 448,56 0 21,86
Pireno T3 407,41 0 20,36

Assim como 0s ensaios com corantes téxteis, a producao de lacase ndo foi afetada pelo
acréscimo do pireno ao ensaio, mantendo um valor médio (425,24 U/L) muito préximo ao
ensaio-controle (425,92 U/L). Como diferencial, o ensaio contendo pireno aparentemente
induziu a produgdo de MnP, em média de 15,26 U/L, um valor relativamente significativo uma

vez que nos ensaios-controle nao foi observado nenhum incremento para MnP.
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5. Consideragoes Finais

O uso de micro-organismos para remediacdo de areas contaminadas ¢ uma alternativa
de baixo custo que vem sendo cada vez mais utilizada (CETESB, 2001), apresentando
resultados promissores em contaminagdes in Situ de compostos recalcitrantes, metais pesados,
entre outros.

A produgdo enzimadtica de fungos de origem marinha se mostrou razoavel no ensaio
inicial, e sua otimizag¢ao proporcionou um incremento expressivo para a enzima lacase.

Os ensaios de toxicidade apresentaram valores elevados, mas estudos similares com
fungos basidiomicetos indicam um tempo 6timo de incubagdo maior do que o utilizado no
presente trabalho (RIBEIRO, 2013; PEIXOTO, MARINHO & RODRIGUES, 2013), sendo
esta uma questao a ser estudada em trabalhos futuros.

A descoloracdo de corantes téxteis foi visualmente observada, entretanto, ensaios
adicionais devem ser realizados a fim de se melhorar a descoloracdo e avaliar a influéncia
enzimatica neste processo.

Os resultados obtidos no presente trabalho ressaltam o potencial biotecnologico de
fungos de origem marinha e estimulam novos estudos relacionados a caracterizagao e aplicacao
da enzima lacase produzida pelo fungo LAMALI 659. Cabe ressaltar que estudos preliminares
morfoldgicos indicam ser este um fungo do grupo dos basidiomicetos. Analises de taxonomia
molecular estdo em andamento para caracterizagdo taxonomica do fungo de origem marinha

LAMALI 659.
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