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RESUMO

A lignina € um polimero aromatico muito abundante na biosfera, onde representa
cerca de 30% de todo o carbono organico, além de ser a principal fonte de
compostos aromaticos em plantas vasculares. A valorizagdo desse polimero tem
despertado o interesse na producdo sustentavel de insumos, pois 0s produtos de
sua degradacdo, possuem importantes aplicacbes industriais. O objetivo deste
trabalho foi otimizar as condicGes de cultivo para producéo de lacase na presenca
de lignina Kraft pelo isolado fungico JUMADO53 e avaliar os produtos da sua
biodegradacdo. Quarenta e sete isolados fungicos foram avaliados quanto a
producdo de lacase constitutiva em meio liquido. O microrganismo que apresentou
maior atividade de lacase nas condicfes pré-estabelecidas teve sua producao
enzimatica otimizada por um delineamento experimental 3% em 15 ensaios
experimentais. Variou-se as concentracdes de extrato de levedura (0,5 até 3,0%) e
lignina Kraft (0 até 0,5%) e o tempo de cultivo variou de 4 até 10 dias. A atividade de
lacase foi determinada utilizando-se os substratos ABTS e DMP. Posteriormente o
isolado selecionado foi cultivado conforme as condi¢cdes otimizadas nos respectivos
planejamentos fatoriais e os cultivos foram extraidos com solventes organicos e
submetidos & CLAE. O isolado JUMADO53 foi selecionado por apresentar maior
atividade de lacase constitutiva (5,37 U/mL). O planejamento fatorial demonstrou
méxima atividade de lacase de 9,8 U/mL utilizando-se o substrato ABTS nas
condi¢Bes: 1,125% de extrato de levedura, 0,5% de lignina Kraft e 10 dias de cultivo.
A maxima atividade de lacase utilizando-se o substrato DMP foi de 8,4 U/mL,
seguindo as condi¢des: 1,125% de extrato de levedura, 0,25% de lignina Kraft e 7
dias de cultivo. A incubag¢do do microrganismo nas condi¢des otimizadas para ABTS
levou a producédo de dois possiveis produtos da biodegradacdo da lignina Kraft,
dentre eles, o acido benzoico. Com relacdo aos cromatogramas resultantes das
condicbes otimizadas para DMP, foi observada a producdo de outros dois
compostos, sendo essas substancias possiveis produtos da biodegradacdo da
lignina Kraft. Os perfis de metabdlitos obtidos a partir da biodegradacédo da lignina
Kraft validam os objetivos deste trabalho e baseiam futuros experimentos para a
valorizacdo da lignina.

Palavras-chave: Biorrefinaria. Atividade enzimatica. Planejamento fatorial.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.



ABSTRACT

Lignin is a very abundant aromatic polymer in the biosphere where it represents
about 30% of all organic carbon and is the main source of aromatic compounds in
vascular plants. The valorization of this polymer has aroused the interest in the
sustainable production of derivatives, since its degradation products have important
industrial applications. The objective of this work was to optimize the culture
conditions for laccase production in the presence of Kraft lignin by the fungal isolate
JUMADO53 and to evaluate the products of lignin biodegradation. Forty-seven fungal
isolates were evaluated for constitutive laccase production in liquid medium. The
microorganism that presented higher laccase activity under the pre-established
conditions had its enzymatic production optimized by a factorial design 32 in 15
experimental assays. It was varied the concentrations of yeast extract (0.5 to 3.0%)
and Kraft lignin (O to 0.5%) as well as cultivation period, from 4 to 10 days. Laccase
activity was determined using the substrates ABTS and DMP. Subsequently, the
selected isolate was cultivated according to the optimized conditions pointed by the
respective factorial designs and the cultures were extracted with organic solvents
and submitted to HPLC. Isolate JUMADO053 was selected because it presented the
highest constitutive laccase activity (5.37 U/mL). Factorial design demonstrated a
maximum laccase activity of 9.8 U/mL using the substrate ABTS under the
conditions: 1.125% yeast extract, 0.5% Kraft lignin and 10 days of cultivation. The
maximum laccase activity using the substrate DMP was 8.4 U/mL, following the
conditions: 1.125% yeast extract, 0.25% Kraft lignin and 7 days of cultivation. The
incubation of the microorganism under conditions optimized for ABTS led to the
production of two possible products of Kraft lignin biodegradation, such as benzoic
acid. Regarding the chromatograms resulting from the optimized conditions for
assays with DMP, it was observed the production of another two compounds,
possible products of Kraft lignin biodegradation. The profiles of metabolites obtained
from the biodegradation of Kraft lignin validate the objectives of this work and base
future experiments for lignin valorization.

Keywords: Biorefinery. Enzymatic activity. Factorial design. High Performance
Liquid Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A dependéncia mundial dos recursos fosseis ndo renovaveis aumentou de
forma expressiva no ultimo século, despertando uma preocupacdo com 0 meio
ambiente e o interesse pela economia sustentavel. Assim, o uso de matérias-primas
e tecnologias baseadas em carbono, mas livres de materiais fosseis recebe especial
atencdo na pesquisa e a aplicacéo industrial. E o caso do processo da biorrefinaria
em que se realiza a conversdo enzimatica de materiais lignocelulésicos -
constituidos de lignina e celulose - em combustiveis e produtos com valor agregado
(BRENELLI et al., 2018; LONGE et al., 2018).

A lignina é um polimero aromatico polisubstituido muito abundante na
biosfera, onde representa cerca de 30% de todo o carbono orgéanico, além de ser o
composto aromatico mais abundante em plantas vasculares (SJOSTROM, 1981; LU
et al.,, 2017). A lignina desempenha uma importante funcdo nas plantas ao
proporcionar maior resisténcia e rigidez a parede celular (CONESA et al., 2002),
além de grande coesao entre as fibras dos tecidos vegetais (LISBOA et al., 2005).

Por ser uma importante fonte natural de carbono e de compostos aroméaticos,
a lignina tem protagonizado pesquisas de producéo renovavel e sustentavel, pois
seus produtos de biodegradacdo possuem importantes aplicacdes industriais. O
acido benzoico, exemplo de derivado da lignina, é uma substancia comumente
usada na industria alimenticia e para a obtencao de intermediarios quimicos (QIN et
al., 2018) além de ter potencial uso como agente antimicrobiano (WEI et al., 2018) e
tuberculostatico (RANDO et al., 2002).

Apesar de seu grande potencial, das 70 milhdes de toneladas de lignina
produzidas anualmente, como subproduto do processo de producdo de papel,
apenas 2% é beneficiada e comercializada como agente dispersante ou ligante (LU
et al., 2017). Sua maior parte é descartada ou queimada para producédo de energia
de baixo custo nas industrias de papel e celulose, 0 que ndo se alinha ao
desenvolvimento sustentavel, contribui & geracdo de gases de efeito estufa e a
perda de compostos quimicos valiosos presentes na madeira (RAGAUSKAS et al.,
2014; TEN, VERMERRIS, 2015; LU et al., 2017).

Portanto, vé-se uma grande oportunidade na pesquisa pela converséo

bioldgica da lignina — a biorrefinaria — como tecnologia sustentavel, de baixo custo e
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economicamente viavel para garantir uma finalidade mais nobre a lignina e diminuir
a dependéncia dos recursos fésseis.

Dentre os microrganismos capazes de promover a biodegradacédo da lignina,
destacam-se os fungos da podriddo branca. Estes utilizam enzimas, como as
lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases, secretadas pelas hifas,
atuando na oxidagcdo dos componentes da madeira (LEONOWICZ et al., 1999). A
enzima lacase, por exemplo, oxida compostos derivados de lignina, como
hidroguinonas e semiquinonas, produzindo oxigénio (TIEN; KIRK, 1984).

Os fungos da podriddo branca recebem maior atencdo nos estudos de
degradacdo da lignina, pois apresentam um sistema enzimatico muito eficiente
(HATAKKA, 1994). Esse grupo de microrganismos desenvolveu mecanismos nao
especificos, por enzimas extracelulares, para promover a modificacdo da lignina
(BARR; AUST, 1994; HATAKKA, 1994).

A lacase (benzenodiol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) € uma enzima
com a capacidade de oxidar varios compostos aromaticos catalisando a remocao de
elétrons e prétons de grupos hidroxifendlicos e aminoaromaticos (MAYER,;
STAPLES, 2002). E uma enzima muito versatil, de grande interesse biotecnoldgico,
especialmente seu uso na preparacdo de biossensores para a deteccdo de
compostos fendlicos, na degradacao de compostos aromaticos, como mediador para
a oxidacéo de residuos da industria de celulose e como agente de biorremediacdo
(ELEGIR el al., 2005; KADRI et al., 2017).

Neste trabalho, quarenta e sete isolados fungicos, obtidos de madeira em
decomposicdo, foram avaliados quanto ao potencial de produzir lacase em meio
liquido. O microrganismo JUMADO53, produtor da maior quantidade da enzima, foi
estudado quanto as condi¢des Otimas de producdo da enzima lacase e quanto aos

produtos originados pela degradacéao biologica da lignina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi otimizar as condi¢cdes de cultivo para producao
de lacase na presenca de lignina Kraft pelo isolado fungico da madeira JUMADO53 e

avaliar os produtos da biodegradacéo.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Selecionar um isolado fungico da podriddo branca pela producdo de lacase
constitutiva.

2. Otimizar as condicBes de cultivo para a producdo enzimatica do isolado
JUMADO053, seguindo um planejamento fatorial e metodologia de superficie
de resposta.

3. ldentificar, por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e

auxilio se padrbes analiticos, alguns produtos da degradacéo da lignina.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 COMPONENTES DA MADEIRA

A madeira € um recurso muito versatil e de grande resisténcia mecanica. Sua
composicdo € basicamente celulose, hemicelulose e lignina, representando no
conjunto cerca de 95% de seu peso (FENGEL; WEGENER,1984).

A celulose é um polimero da glicose e representa o principal composto da
madeira: 30 a 50% de seu peso seco (LU et al.,, 2017), sendo responséavel pela
estruturacdo da parede celular vegetal (BROXTERMAN; SCHOLS, 2018). Ja a
hemicelulose, representando de 20 a 35% do peso seco da madeira, € uma mistura
de heteropolimeros, contendo uma variedade de polissacarideos (LU et al., 2017). E
um composto estrutural na parede celular das plantas e desempenha funcdes na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (SJOSTROM, 1981,
BROXTERMAN; SCHOLS, 2018).

3.1.1 Lignina: abundéncia e caracteristicas gerais

A lignina, também conhecida por lenhina, constitui de 15 a 30% do peso seco
da madeira e € um dos compostos aromaticos mais abundantes na biosfera,
representando cerca de 30% de todo o carbono orgénico no planeta
(LUTERBACHER; ALONSO; DUMESIC, 2014). E o composto aromético mais
abundante em plantas vasculares (SJOSTROM, 1981), onde proporciona grande
coesao entre as fibras dos tecidos vegetais (LISBOA et al., 2005).

Em conjunto com as microfibrilas de celulose e a hemicelulose, a lignina
forma uma biocomposto natural, que garante grande suporte para a massa das
plantas, resisténcia ao tempo e ao vento e longevidade (JANUSZ et al., 2017) Além
de sua funcao estrutural, a lignina esta relacionada com o transporte de agua e
nutrientes e protecao contra o ataque biolégico e quimico (LU et al., 2017). A lignina
em sua forma natural, encontrada nas plantas, € denominada de protolignina (ZHU
et al., 2017).

Trata-se de um polimero fendlico com substituintes variados, altamente
ramificado, sendo sua estrutura principal formada por diversas unidades de
fenilpropano (mondémeros), derivadas do alcool p-cumarilico (1), do alcool coniferilico

(I) e do &lcool sinapilico (l11), ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 — Estruturas do alcool p-cumarilico (l); alcool coniferilico (ll) e alcool sinapilico (llI),
precursores da lignina.
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Longe (2018).

As ligacdes carbono-oxigénio de éter (C-O-C) sdo as predominantes entre as
unidades de fenilpropano, enquanto as ligacdes restantes sdo do tipo carbono-
carbono (C-C) (SJOSTROM, 1981). As moléculas de lignina sdo formadas por
polimerizacao, por meio de enzimas peroxidases das plantas (ESTEVES, 2011).

A lignina possui estrutura quimica tridimensional bastante irregular, podendo
apresentar-se sob uma série de substruturas (Figura 2), das quais a mais abundante
apresenta a ligacao (B-O-4) entre as unidades de fenilpropano (SJOSTROM, 1981;
LU et al.,, 2017). A ligacdo B-O-4, além de ser a mais comum, possui grande
disponibilidade a modificacdes e clivagens (CONSTANT et al., 2016). Apesar de
amplamente estudada, vale ressaltar que a estrutura exata da protolignina ainda é
desconhecida, devido a sua estrutura irregular e complexa (ZHU et al., 2017).

As principais caracteristicas quimicas da lignina sdo heterogeneidade, alto
peso molecular, estrutura irregular, alta insolubilidade e recalcitrancia. O tipo de
lignina varia com as caracteristicas da madeira: em gimnospermas — softwood —, a
lignina é constituida por unidades de tipo p-cumarilico e coniferilico, ja nas de
angiospermas — hardwood —, por unidades dos trés alcoois (SJOSTROM, 1981; LU

et al., 2017), os quais foram apresentados na Figura 1.
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Figura 2 — LigacGes mais comuns entre as unidades de fenilpropano e suas respectivas
abundancias.
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Na parede celular vegetal, a lignina encontra-se associada a hemicelulose por
ligacOes covalentes. O alto grau de ramificagcdo da lignina e o grande tamanho de
sua molécula (Figura 3) a tornam de dificil incorporacdo pelos microrganismos,
sugerindo que os mecanismos ligninoliticos sejam extracelulares. Estes mecanismos
devem ser oxidativos, para que as ligacOes estaveis do tipo éter sejam quebradas
(AGAPITO, 2007).

Além disso, as unidades de fenilpropano da lignina sdo altamente metoxiladas
(presenca de grupos CHsO-), na posi¢do C-3 para as gimnospermas e C-3 e C-5

para angiospermas. O grau de metoxilacdo varia de acordo com a espécie vegetal
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(FENGEL; WEGENER,1984). Na lignina Kraft (oriunda do processo Kraft, descrito
em 3.2) mais de 50% das hidroxilas de aromaticos potencialmente reativas podem
estar metoxiladas (HU et al.,, 2011). Isso € uma grande oportunidade para a
exploracdo de lignina por meio de modificacbes quimicas e biologicas, pois sao
grupos disponiveis a modificacbes (BASHTAN-KANDYBOVICH et al., 2012).

Figura 3 — Segmento de um polimero de lignina.
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Vinardell; Mitjans (2017)

3.2 A PRODUCAO DA LIGNINA PELO PROCESSO KRAFT

O processo Kraft € a principal metodologia utilizada na indUstria para a
extracdo da celulose, por ser um processo de cozimento continuo com reduzidas
perdas quimicas e maxima eficiéncia energética (CORREIA, 2010; ALVES et al.,
2015)

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) descreve o
processo Kraft como uma metodologia de digestdo por cozimento de aparas de
madeira em alta temperatura e pressao utilizando-se do licor branco: uma solucao
aguosa de sulfeto de sédio e hidréxido de sédio capaz de dissolver a lignina,
hemicelulose e extrativos vegetais anteriormente ligados a celulose (USEPA, 1990).
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Apébs o cozimento dos materiais, forma-se o licor negro no local de separacdo,
rico em lignina, compostos organicos da madeira, produtos quimicos usados na
digestdo e agua. O licor pode ser entdo concentrado e queimado para
reaproveitamento energético dentro da industria (USEPA, 1990, HARILA;
KRIVILINNA, 1999). Assim, o licor negro é a principal fonte de lignina Kraft na
indUstria e esse subproduto tem grande potencial para aplicagdes mais nobres
(BASHTAN-KANDYBOVICH et al., 2012).

Embora existam métodos de extracdo de lignina que visam seu isolamento
como uma estrutura a mais proxima possivel da protolignina, tais métodos foram
desenvolvidos principalmente para fins analiticos, isto é, para determinacdo da
estrutura da lignina. Esses métodos analiticos geralmente ndo fornecem um ponto
de partida viavel para esquemas de valorizacdo da lignina. Assim, devem ser
encontradas rotas de valorizacdo eficientes para as ligninas técnicas, que sao
isoladas como produtos secundarios dos processos de biorrefino, como é o caso da
lignina Kraft (CONSTANT et al., 2016).

Apesar do grande potencial do uso da lignina ap6s tratamento, apenas 2%
das 70 milhdes de toneladas de lignina produzidas anualmente € beneficiada e
comercializada como agente de dispersao ou de ligacao (LU et al., 2017). A maior
parte da lignina produzida € descartada ou queimada para producdo de bioenergia
de baixo custo nas industrias de papel e celulose, o0 que ndo se alinha ao
desenvolvimento sustentavel, contribui & geracdo de gases de efeito estufa e a
perda de compostos quimicos valiosos presentes na madeira (LU et al.,, 2017;
RAGAUSKAS et al., 2014; TEN, VERMERRIS, 2015).

Em plantas industriais que nao utilizam a lignina para a produgéo de energia,
pode ocorrer o descarte do efluente bruto ou com algum tratamento em corpos
d’agua, resultando em impactos ambientais negativos: aumento da toxicidade,
eutrofizacédo, inibicdo da comunidade de fitoplanctons, algas e plantas dentre outros
danos ao meio ambiente (YADAV; CHANDRA, 2015)

Assim, vé-se a necessidade do desenvolvimento de tecnologias capazes de
promover o devido aproveitamento da lignina produzida nas industrias, como € o

caso da degradacdao bioldgica por fungos ligninoliticos.
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3.3 FUNGOS LIGNINOLITICOS: CARACTERISTICAS GERAIS E
BIODEGRADACAO

Os fungos sdo organismos eucaridticos heterotréficos que podem ser
encontrados em diversos ambientes como o solo, a 4gua, o ar, outros organismos e
matéria em decomposicdo. O sucesso na colonizacdo de variados ambientes vem
da sua reproducao por esporos, facilmente transportados e de grande resisténcia as
condicdes externas (BANWART, 1981).

Os fungos, em sua grande maioria, sdo compostos por hifas — estruturas
tubulares, delimitadas pela parece celular — que em conjunto formam os micélios
fungicos (CARLILE, 1995). As hifas podem ou ndo ser divididas por septos,
responsaveis pela segmentacdo do micélio em unidades similares de células. Os
septos apresentam poros, que permitem a troca de estruturas celulares entre
diferentes pontos do micélio (GRIFFIN, 1993).

Existe grande variedade de ciclos reprodutivos entre as espécies fungicas,
sendo uma importante caracteristica na classificacdo desses organismos em grupos
(MAIA; CARVALHO JUNIOR, 2010). Dentre os grupos mais estudados encontram-
se 0s ascomicetos e o0s basidiomicetos. O primeiro grupo é o que apresenta maior
namero de organismos, com cerca de 28.600 espécies (HAWKSWORTH; SUTTON,;
AINSWORTH, 1983), representando cerca de 75% das espécies fungicas. Os
ascomicetos caracterizam-se pela formagdo do ascésporo (esporo) no interior de
segmentos especializados das hifas, denominado asco (GRIFFIN, 1993).

O grupo dos basidiomicetos compreende cerca de 25% das espécies fangicas
e caracteriza-se pela formacdo dos basidiésporos (esporos) por estruturas
localizadas nas extremidades das hifas, os basidios. Estes s&o similares ao asco
dos ascomicetos, mas distinguem-se pelo local de formacéo dos esporos. Enquanto
0 ascosporo se forma no interior do asco, os basidiésporos se formam externamente
ao basidio (GRIFFIN, 1993).

Apesar de serem considerados microrganismos, alguns fungos apresentam
estruturas reprodutivas — corpos de frutificacdo — macroscoépicas, conhecidas como
cogumelos. Estes podem pertencer ao grupo dos ascomicetos ou basidiomicetos
(GUERRERO; HOMRICH, 1999).

Os fungos sdo importantes agentes na biodegradacdo da matéria organica e

fazem a manutencdo do ciclo do nitrogénio, fosforo e potdssio, ao incorporarem
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essas substancias a sua biomassa (SALVI, 2011). Além de degradarem um amplo
espectro de compostos organicos, os fungos apresentam o desenvolvimento de
hifas, que aumentam a superficie de contato com o material a ser degradado,
otimizando a eficiéncia do processo (CETEM, 2008).

Assim, os fungos sdo importantes agentes da biodegradacédo - reacdes
quimicas realizadas por um agente biolégico que converte determinado substrato em
um ou mais produtos de catalisadores enzimaticos. De forma geral, sdo processos
de baixo custo e consideravel estabilidade (ADELIN et al., 2011).

No caso dos fungos ligninoliticos, a acdo da hifa sobre a madeira a ser
degradada consiste na secre¢do de enzimas, que agem em conjunto com outras
enzimas e mediadores na oxidacdo dos componentes da madeira. A enzima lacase
(Lac), por exemplo, oxida os radicais derivados de lignina, como hidroquinonas e
semiquinonas, poduzindo oxigénio. Este é utilizado por outras enzimas, como glioxal
oxidase (GOx) e/ou &lcool veratrilico oxidase (AVO). AVO e GOx, por sua vez,
produzem peréxido de hidrogénio (H202), substrato para atividade das enzimas
lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP) (LEONOWICZ et al., 1999).

O estudo da modificacdo da lignina por fungos é mais voltado aos
basidiomicetos (BUGG et al., 2011). Estes contemplam grupos de fungos capazes
de degradar a madeira, como os de podridao branda, podriddo marrom e podridao
branca (BLANCHETTE, 1995). Entretanto, as enzimas ligninoliticas podem ser
produzidas por diversos fungos, como 0 ascomiceto Botryosphaeria rhodina,
produtor de lacase (BASHTAN-KANDYBOVICH et al., 2012).

Os principais obstaculos a utilizacdo de fungos no tratamento da lignina vém
de sua sensibilidade a ambientes extremos e condi¢ges criticas de substrato, como
baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, pH elevado e altas concentracdes da
lignina (DANIEL; NILSSON, 1998). Assim, torna-se necessario o estabelecimento de
condi¢cbes otimas de cultivo para promover sua biodegradacéao.

3.3.1 Fungos da podriddo marrom e branca

Os fungos da podriddo marrom desenvolvem-se principalmente sobre
gimnospermas, onde degradam os polissacarideos da madeira ap6s uma
modificacdo parcial da lignina, geralmente ocasionado por outro grupo de

microrganismos. O processo resulta em um material de coloracdo marrom devido a
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lignina oxidada. Esse grupo de fungos representa apenas 7% de todos os
basidiomicetos degradados de madeira (BUGG et al., 2011).

Exemplos de fungos da podriddo marrom incluem Coniophora puteana
(PANDEY; PITMAN, 2003), Monilinia spp, Torula fructigena, Sclerotinia fructigena,
Ciboria fructicola, Oospora fructigena (BYRDE; WILLETTS, 1977), Postia placenta e
Gloeophyllum trabeum (FILLEY et al., 2002).

De forma geral, os fungos de podriddo branca recebem maior atencdo em
estudos de degradacao da lignina por apresentarem um sistema enzimatico bastante
eficiente (HATAKKA, 1994). Assim, também tendem a apresentar melhores
resultados na modificacdo da lignina quando comparados aos demais
microrganismos (MIKIASHVILI et al., 2005).

Os estudos sobre as enzimas e 0s mecanismos de ataque a lignina
demonstram que a dificuldade em fragmentar o polimero provém de sua
irregularidade molecular e pela impossibilidade de ser absorvida por células e
degradada por enzimas intracelulares (BUGG et al., 2011). Assim, os fungos da
podriddo branca utilizam-se de enzimas extracelulares, de acdo n&o-especifica,
capazes de promover a sua modificacdo (BARR; AUST, 1994).

No Quadro 1 sédo apresentadas algumas aplicagcbes da biodegradacdo da

lignina por fungos da podridao branca.

Quadro 1 - Exemplos na literatura de degradacéo da lignina por fungos da podrid&o branca

Fungo da podridéo | Descricdo do processo Referéncia
branca
Cerrena unicolor Degradacdo de Lignina pela enzima | LONGE et al.,
lacase isolada 2018
Coriolus versicolor Degradacdo de Lignina em efluente da | HONG et al.,
industria de papel e celulose 2015
Echinodontium Degradacdo de compostos-modelo de | KONG et al.,
taxodi lignina fendlicos e nao fendlicos e lignina | 2016
Kraft por lacase e manganés peroxidase
Nematoloma Degradacdo de Lignina pela enzima | LONGE et al.,
forwardii manganés peroxidase isolada 2018
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(continuacéo)

Phanerochaete Degradacao de Lignina pela enzima | LONGE et al.,

chrysosporium Lignina Peroxidase isolada 2018

Pleurotus ostreatus Degradacao de Lignina em efluente | HONG et al.,
da industria de papel e celulose 2015

Trametes gallica Degradacao de Lignina em efluente | HONG et al.,
da indastria de papel e celulose 2015

Tyromyces albidus Degradacao de Lignina em efluente | HONG et al.,
da industria de papel e celulose 2015

Seguindo a evolucdo dos microrganismos, os fungos da podriddo branca
especializaram-se na degradagcdo da lignina de angiospermas — hard wood —
enquanto os fungos da podriddo marrom sdo considerados microrganismos mais
generalistas quanto ao substrato de acdo (AYUSO-FERNANDE?Z et al., 2019).

3.4 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

O cultivo de microrganismos em condicbes adequadas pode proporcionar a
producdo de enzimas extracelulares ligninoliticas (MIKIASHVILI et al., 2005). A
lacase (Lac), a lignina peroxidase (LiP) e a manganés peroxidase (MnP) sdo as trés
enzimas mais importantes nos sistemas enzimaticos ligninoliticos (AGAPITO, 2007),
sendo as citadas enzimas ja extensamente relatadas na literatura (ZHU et al., 2017).

Denomina-se constitutiva a enzima produzida a partir de uma expressao de
genes relacionada a metabolismo primario do microrganismo, enquanto a enzima
produzida pelo metabolismo secundario é a indutiva. A inducdo da producdo de
enzimas como a lacase pode ocorrer na presenca de surfactantes (GIESE et al.,
2004), alcool veratrilico (SALDANHA et al., 2007), entre outros.

De acordo com Mikiashvili e colaboradores (2005), a cultura de fungos de
podriddo branca na presenca de lignina induz significativamente a produgédo de
enzimas ligninoliticas, sem a adicao suplementar de indutores especificos no meio
de cultura. A producédo das trés enzimas em simultaneo € uma capacidade que so
algumas espécies de fungos possuem, entre elas a espécie Trametes versicolor
(ERIKSSON, 1997).



28

Apesar das reacdes enziméaticas de LiP e MnP terem sido caracterizadas pela
literatura, ndo foi comprovado que essas enzimas sdo responsaveis pela oxidagédo
da molécula integral da lignina. Assim, considera-se que outras reacfes estdo
envolvidas nas quebras iniciais do polimero, para posterior acdo das enzimas LIiP e
MnP (BUGG et al., 2011).

O estudo desenvolvido por Ayuso-Fernandez e colaboradores (2019)
demostrou que a eficiéncia na degradacéo da lignina na natureza esta intimamente
relacionada com o surgimento das enzimas peroxidases em conjunto com o
triptofano na evolucéo do metabolismo flngico.

Ainda, os autores demonstram que plantas e fungos coevoluiram, sendo que
a lignina de plantas vasculares mais primitivas — gimnospermas — € mais
eficientemente degradada pelas enzimas peroxidases sem a incorporacdo do
triptofano. Por outro lado, com a evolucdo e surgimento das angiospermas, O
metabolismo fdngico incorporou o triptofano as enzimas peroxidase, resultando na
melhor degradacdo da lignina do tipo hard wood (AYUSO-FERNANDEZ et al.,
2019).

3.4.1 Lignina peroxidase (LiP)

A Lignina peroxidase teve sua producdo primeiramente relatada por uma
cultura do basidiomiceto da podriddo branca Phanerochaete crysosporium, em meio
com niveis limitados de nitrogénio (KIRK; FARREL, 1987).

E uma enzima capaz de atuar em uma variedade de substratos, sendo assim
considerada n&o especifica. E conhecida a capacidade dessa enzima em oxidar
compostos aromaticos fendlicos e por participar da clivagem oxidativa da lignina em
material vegetal (ASGHER et al., 2016) e também da lignina Kraft (KUMAR ET AL.,
2015). A participacdo da lignina peroxidase pode estar restrita a oxidacao de partes
ja fragmentadas da lignina, mais soluveis (ECKER; FULOP, 2018).

A acédo da enzima deve-se ao Fe (lll) de seu grupo heme, que passa por
diferentes estados de oxirreducao, resultando na oxidacdo do substrato em que a
LiP atua. Compostos como o alcool veratrilico, substrato natural dessa enzima, sao
fundamentais para a acéo oxidativa e conhecidos por induzir a producao da LiP em
microrganismos (ROMRO ET AL., 2019; HATAKKA, 2001).
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3.4.2 Manganés peroxidase (MnP)

A manganés peroxidase é produzida por fungos basidiomicetos
(HOFRICHTER, 2002) e foi registrada pela primeira vez em uma cepa de
Phanerochaete crysosporium (BUGG et al., 2011). Apresenta-se em formas
variadas, sendo que uma cepa do fungo da podriddo branca Ceriporiosis
subvermispora foi capaz de produzir até 11 isoformas dessa enzima (BUGG et al.,
2011).

A formacdo de Mn3* pela enzima MnP é capaz de oxidar os componentes
fenolicos da lignina, como mostra o estudo pioneiro de Forrester e colaboradores
(1988), que observaram alteracbes na lignina tratada pela enzima em questao.
Dentre os produtos formados encontravam-se vanilina e acido protocatecoico. O
Mn3* é capaz de oxidar diversos substratos fendlicos, inclusive substratos
secundarios que se encontram distantes da sua zona ativa, devido ao seu potencial
de difuséo (BUGG et al., 2011).

Posteriormente, o estudo realizado por Wariishi, Valli e Gold (1991) mostrou
modificacdes quimicas promovidas por enzimas na lignina sintética de angiospermas
e gimnospermas. Algumas das possiveis moléculas formadas pela agéo oxidativa de
MnP na biodegradacéo de lignina séo ilustradas na Figura 4.

Figura 4- Produtos da oxidacdo de uma molécula dimera de lignina (1) por MnP produzida por
P. crysosporium: (2) forma ceténica de (1), (3) 2,6-dimetoxi-1,4- benzoquinona, (4) 2,6 dimetoxi-
1,4,-dihidroxibenzeno, (5) 2-[4-(hidroximetil)-2-metoxifenoxi)-3-hidroxipropanal], (6)
seringaldeido, (7) alcool vanilico e (8) vanilina
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O sistema enzimético da MnP é bastante promissor na biodegradacdo da
lignina e mostra-se uma valiosa ferramenta para o processo de sintese organica
(HOFRICHTER, 2002). Entretanto, ainda sao incertas as etapas de acdo da enzima

sobre seu substrato e quais sdo todos 0os microrganismos capazes de produzi-la.

3.4.3 Lacase (Lac)

O primeiro registro da enzima lacase é atribuido a Yoshida, em 1883, quando
a enzima foi extraida da &rvore Rhus vernicifera, nativa do Japao
(THURSTON,1994). A lacase € uma das enzimas com identificagdo mais antiga,
possuindo diversos estudos sobre sua natureza e mecanismos de agao (DESAI;
NITYANAND, 2010)

A Lac esta relacionada ao metabolismo tanto de eucariontes quanto
procariontes, em microrganismos, plantas e animais (DESAI; NITYANAND, 2010;
CHEN et al., 2015). Diferentemente da maioria das outras enzimas, a lacase fangica
€ bastante genérica quanto ao substrato de acédo, podendo catalisar a oxidacao de
um amplo espectro de substancias fenélicas (VISWANATH et al., 2008; CHEN et al.,
2015). Algumas moléculas ndo-fendlicas também podem ser atacadas na presenca
de mediadores quimicos como o ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (OCTAVIO et al., 2006), o HBT (hidroxibenzotriazole) e o &cido 3-
hidroxiantranilico (BOURBONNAIS et al., 1995).

As lacases sdo proteinas multi-cobre e geralmente sdo codificadas por uma
familia de genes, cuja expressdo pode ocorrer de forma constitutiva — normal ao
metabolismo — ou indutiva — acentuada quando em condi¢cdes apropriadas
(KLONOWSKA et al. 2002). Usualmente a enzima origina-se no citoplasma e a agao
sobre a lignina depende de sua secrecao, entretanto, pouca atencao tem sido dada
a tal mecanismo (MAYER; STAPLES 2002). Aléem da linhagem microbiana, a
producdo da lacase por fungos é consideravelmente afetada pelas condigcbes do
meio, como nutrientes, pH, temperatura e aeragdo (KAHRAMAN; GURDAL 2002).

Fungos ligninoliticos expressam variados genes de lacase, codificando
isoenzimas com alta similaridade na estrutura primaria, mas caracteristicas fisico-
guimicas distintas (BROWN et al., 2002), que fornecem informacdes essenciais para

estudos biotecnologicos (MOUGIN et al., 2003). Caracteristicas das lacases como
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pH 6timo, substrato especifico e massa molecular podem ser extremamente diversas
(MAYER; STAPLES, 2002).

Devido a sua generalidade de acéo, as lacases fungicas sdo estudadas para
diversas aplicacBes industriais. Dentre elas a transformacdo e degradacdo de
lignina, producdo de etanol, modificagdo de fibras da madeira, clareamento de
corantes, sintese de produtos quimicos e medicinais e remediacdo de solos e aguas
contaminadas (SCHNEIDER et al., 1999, DURAN; ESPOSITO, 2002, MAYER;
STAPLES, 2002, BASHTAN-KANDYBOVICH et al., 2012; KOLB et al., 2012).

As lacases possuem a capacidade de transformar contaminantes em
compostos de menor toxicidade e de mais facil acesso por outros microrganismos
degradadores, além de estarem relacionadas com modificacdes e degradacdo de
compostos lignocelulésicos (CHEN et al., 2015).

O estudo realizado por Eggert e colaboradores (1997) comprovou a relagéao
de uma lacase, produzida pelo fungo Pycnoporus cinnabarinus, na degradacédo de
compostos fendlicos e nao-fendlicos da lignina. O mecanismo de acdo da enzima
necessita de quatro atomos de cobre por unidade de proteina ativa, localizadas em
trés sitios (agrupamento trinuclear).

A atividade de lacases pode ser determinada por espectrofotometria, pelo
monitoramento da coloracdo dos produtos de oxidacdo (HOFER; SCHLOSSER,
1999). A maioria dos testes utiliza guaiacol, 2,6-dimetoxifenol, siringaldazina ou o
substrato nao-fendlico acido 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonato) (ABTS).
Diferentemente dos substratos fendlicos, a oxidacdo do ABTS independe do pH e
resulta na formagdo de um radical catibnico com coloragdo (ABTSe+), de alta
estabilidade em solugdo (HOFER; SCHLOSSER, 1999, JOHANNES;
MAJCHERCZYK, 2000).

O sistema lacase-mediador apresentado tem grande potencial para a
biodegradacéo da lignina (BASHTAN-KANDYBOVICH et al., 2012). Assim, o estudo
de novas formas de lacase, com diferentes substratos especificos e estabilidade, é
de grande importancia para a induastria. Além disso, h4 a necessidade de se
desenvolver um meétodo eficiente na producdo da enzima, que garanta sua
viabilidade econémica (DESAI; NITYANAND, 2010).
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3.5 PRODUTOS DA BIODEGRADACAO DA LIGNINA

Uma revisdo bibliogréfica realizada por Zakzeski e colaboradores (2010)
relatou a possibilidade de formac&o de mais de 160 tipos de monémeros fendlicos a
partir da clivagem da lignina.

Dentre os produtos que podem ser originados da biodegradacgéo da lignina
encontram-se: 3,4-dimetoxibenzaldeido (CUESTA et al.,, 2018), &cido 2,6-
dimetoxibenzoico (DEKKER; BARBOSA; SARGENT, 2002), 4cido benzoico (BUGG
et al., 2011; ZHU et al., 2017), acido ferulico (BUGG et al., 2011), &cido p-cumérico,
acido siringico (BUGG et al., 2011), acido vanilico (BUGG et al., 2011) guaiacol
(BUGG et al.,, 2011), vanilina (BUGG et al., 2011) e veratraldeido (DEKKER;
BARBOSA; SARGENT, 2002). Estes compostos, bem como suas estruturas

moleculares e aplicacdes sdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2 -Alguns produtos da lignina, estruturas moleculares e aplicagcdes

Composto Estrutura molecular Aplicacbes

4

Substrato para producdo de

3,4-
flavorizantes  (NAIK;  TILVE;

dimetoxibenzaldeido

OCH; KAMAT, 2014)
OCH;
o 0 OH
Acido Sy Potencial agente antifungico
2,6- HaCO OCH; (DEKKER; BARBOSA,;
dimetoxibenzoico SARGENT, 2002)
Potencial agente
0
H tuberculostatico (RANDO et al.,

Acido benzoico OH 2002), antimicrobiano (WEI et
al., 2018) e conservante (QIN et

al., 2018)

~




Acido ferulico

Acido p-cumarico

Acido siringico

Acido vanilico

Guaiacol

Vanilina
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Acao antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antitrombose e anticancer (OU;
KWOK, 2004)

Acdo antioxidante (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER;
BERSET, 1995)

Acao antioxidante

(BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006)

Acdo antioxidante
WILLIAMS;
BERSET, 1995)

(BRAND-
CUVELIER;

Aplicag6es biotecnoldgicas (LI et
al., 2008) e acdo antioxidante
(BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995)

IndUstria alimenticia
(FITZGERALD, 2004; ZHAO et

al., 2018)




34

(continuacéo)

0 H
S
o Potencial agente antifungico
(DEKKER; BARBOSA;
Veratraldeido _CHa SARGENT, 2002), biossensor
0
para atividade antioxidante (KIM
0
\CH3 et al., 2007)

A biodegradacdo de duas subestruturas sintéticas da lignina (Figuras 5 e 6)
foi estudada por Kawai, Umezawa e Higuchi (1988). Os autores determinaram por
cromatogafia gasosa acoplada a um espectrofotdbmetro de massas (CG-EM), apés
derivatizacdo, os produtos resultantes da acdo da lacase produzida pelo fungo
Coriolus versicolor. As modificagdes devem-se a clivagem da ligagao Ca-Cp.

Os autores propuseram mecanismos da degradacao de ambos os modelos de
lignina, envolvendo a ac&o oxidativa da lacase produzida pelo microrganismo
estudado.

O trabalho de Eggert e colaboradores (1996) identificou produtos da
biodegradacdo de uma subestrutura modelo sintética da lignina pela lacase
produzida por Pycnoporus cinnabarinus (Figura 7), na presenca do mediador 3-
hidroxiantranilato (3-HAA). Os autores utilizaram a CLAE em coluna de Cis para
separacao dos compostos, que foram identificados com padrdes analiticos.

Um experimento conduzido por Zhu e colaboradores (2017) promoveu a
biodegradacédo da lignina por bactérias Bacillus ligniniphilus L1, identificando por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM) um total de
15 mondmeros fendlicos, dentre eles: &cido vanilico, acido fenilacético e &cido
benzoico.

O trabalho desenvolvido por Li e colaboradores (2019) estudou os produtos
originados pelo tratamento de lignina alcalina por bactérias simbiontes de cupins. Os
resultados, obtidos por GC-MS demonstram a producdo de uma variedade de

compostos: acido benzoico, acido vanilico entre outros.
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Figura 5 — Produtos da biodegradacado da subestrutura modelo da lignina (I): moléculas Il a VII.
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Adaptado de Kawai, Umezawa e Higuchi (1988)

Figura 6 — Produtos da biodegradacgdo da subestrutura modelo da lignina (I): moléculas Il a IV.
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Adaptado de Kawai, Umezawa e Higuchi (1988).
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Figura 7 — Produtos da biodegradacao da subestrutura éter veratril glicerol-B-guaiacil (forma a-
carbonila) (I): guaiacol (I) e &cido veratrico (llI).
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Adaptado de Eggert et al. (1996)

Outro importante ponto a ser destacado € que o0 processo de producdo de
biocombustiveis a partir de materiais lignocelulésicos necessita de um pré-
tratamento capaz de remover a lignina, visto que o polimero pode gerar compostos
aromaticos inibidores a hidrélise enzimatica e a fermentacdo microbiana (ZENG et
al., 2014). Portanto, é uma estratégia interessante e um grande desafio na area de
biocombustiveis a remoc¢ao do efeito negativo da lignina e derivados no processo de
sacarificacdo, de forma a converté-la biologicamente em bioprodutos de valor
agregado e até mesmo outros combustiveis liquidos (ZHU et al., 2017).

Também € importante ressaltar que a biodegradacdo da lignina ndo gera
apenas compostos fendlicos, mas uma variedade de substancias alifaticas,

relacionadas ao conteudo orgéanico dos solos na natureza (KHATAMI et al, 2019).

3.6 A CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) NA
IDENTIFICACAO DE PRODUTOS DA DEGRADAGCAOQO DA LIGNINA

A purificacdo dos compostos organicos é feita, em sua grande maioria, por
meio da cromatografia, uma técnica de separagdo cujos trabalhos iniciaram-se em
1903 pelo quimico russo Mikhail Tswett (MCMURRY, 2009).

As diferentes técnicas cromatograficas possuem uma base comum como
principio: a mistura a ser separada € dissolvida em um solvente — fase movel — e
passada ao longo de um material adsorvente — fase estacionaria — dentro da coluna

cromatografica. Como os diferentes compostos adsorvem diferentemente na fase
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estacionaria, eles migram em diferentes velocidades, de forma que sao separados a
medida que emergem (eluem) ao final da coluna cromatografica (MCMURRY, 2009).

A Figura 8 apresenta um cromatograma da lignina extraida da parede celular
de aspargos (JARAMILLO-CARMONA et al., 2008), onde cada pico representa uma
substancia contida no extrato. O eixo horizontal contém o tempo de retencéo (Tr)
dos picos, ou seja, o tempo levado desde a injecdo do composto até sua eluicao, ja
0 eixo vertical representa a absorbancia. O cromatograma destaca os picos dos
compostos coniferil monoacetato (1), sinapil monoacetato (2), coniferil diacetato (3) e

sinapil diacetato (4).

Figura 8 - Cromatograma da lignina extraida da parece celular de aspargos
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Jaramillo-Carmona et al. (2008)

Entretanto, previamente ao uso de cromatégrafos, as substancias devem ser
extraidas de seus substratos. No Quadro 3 sdo apontadas algumas metodologias
encontradas na literatura que, a partir da lignina ou de outros substratos, extrairam
compostos relatados como derivados da lignina, de interesse para o0 presente

estudo.
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Quadro 3 -Metodologias de extracdo de compostos que séo precursores da lignina a partir de
diferentes substratos.

Compostos de

Substrato Metodologia interesse Referéncia
extraidos
Aproxmadamen,te 100g Acido p-
da parte comestivel das ) .
N : hydroxibenzoico,
tdmaras foi macerada e e o S
misturada por 3 minutos ap[do_vanljlqo, acido
Fruto da tamara siringico, acido p- AL-RIMAWI;

com 300 mL de
metanol:agua (4:1 v/v) a
temperatura ambiente por
4h

cumarico, acido
ferulico e acido
sinapilico.

ODEH (2015)

Meio de cultivo
com substratos

O sobrenadante foi

Vinil fenol, etil fenol,
vinil catecol, etil

fendlicos acidificado a E)H 2,_0 com catecol, vinil EDLIN: NARBAD:
tratados por HCI. A extracao foi feita uaiacol. etil DICKINSON
leveduras com duas partes de éter guaiacol1 Alcool (1995)
Brettanomyces. | dietilico guaiacal, al
anomalus e B vanll!co, acido
o vanilico
naardenensis
10g de marmelada foram
extraidos com 70mL de
Marmelada ?g?g%;g;goﬂaggiiddae Acido benzoico e FERREIRA et al.
metanol. Amostra foi acido sorbico (2000)
centrifugada e filtrada.
100,mg do po do , Alcool p-
Planta ;uob(r;rfu(;g chn;;(;[]rgldo com hidroxibenzil, alcool LIU: LIU: ZHU
Gastrodia elata . vanilico, i '
durante 60 minutos ) : . (2002)
(refluxo) hidroxilbenzaldeido
' e vanilina
1 g das amostras foi
finamente moido para
Alimentos: extragdo com 25 mL de )
geleias, frutas, | metanol. A solucéo foi Acido benzoico, SAAD et al.
molhos, levada ao sonicador, 50 acido sérbico (2005).
refrigerante °C, por 30 minutos,

submetida ao vortex e
filtrada.




Planta Solanum

Um extrato foi obtido por
maceracao de 100g de
biomassa de frutas secas
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lycocarpum com 200 mL de etanol Veratraldeido TIOSSI et al.

com agua (80%) a (2012)

temperatura ambiente por

72h, repetindo-se mais

duas vezes 0 processo.

1,43 mg/mL de lignina foi

dissolvida em NaOH,até

completa dissolucéo. A

solugéo (30 mL) foi

acidificada com 10,7 mL

de 0,1 M de tampé&o de Acido Ferdlico, 4-
Lignina tratada | fosfato de sédio com 10% | hidroxibenzaldeido,
por lacase v/v HCI até pH 5,5. No dia | 4cido 4-
produzida pelo | seguinte o pH foi hidroxibenzaldeido, | WEST et al.
fungo Trametes | reajustado para 5,5 com | acido sinapico, (2014)
hirsuta HCI, gerando uma siringaldeido, &cido

solucéo final de 50 mL siringico, acido

(21,4 mM tampéo e 0.86 | vanilico, vanilina

mg/mL de lignina) com

adicdo de agua.

Posteriormente a solucao

foi clarificada por

centrifugagéo.
Lignina Kraft So_b_rgnadante fol ~
degradada por acidificado (pH 1-2) com Compqstos.r)ao CHANDRA et al.
bactérias HCI e extraido trés vezes | foram identificados | (2007)

com acetato de etila

Material macerado foi " I

. Alcool coniferilico,
extraido com etanol e
guente por 10 minutos coniferl ,
lquer mor_10a_cet_ﬂado_, JARAMILLO-

Aspargo para remover guaq coniferil diacetilado, | CARMONA et al.

substancia fendlica X L

alcool sinapilico, e | (2008)

soluvel em alcool, lavado
com acetona e seco no
ambiente

sinapil
monoacetilado

No Quadro 4 séo descritas algumas metodologias e condi¢cdes que utilizam a

técnica de CLAE para separacéo de produtos da degradacao da lignina.
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Quadro 4 - Metodologias de analise da lignina e seus produtos por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia

Substrato Coluna Eluente Referéncia
Lignina tratada C18 fase _ , ) CHANDRA;
por bactérias reversa (250 x ggitrggggla e agua (70:30), BHARAGAVA
Citrobacter 4.6 mm) (2013)
oo |CISZoR hqua 0100 TEm e etana | MYCROPT el
0 i al.
Rhodococcus (Agilente) (0,1% TFA), gradiente
Lignina extraida S Qu!ral Agua (TFA 1mM) e Acetonitrila JARAMILLO-
de aspargos Spherisorb (25 (TFA 1 mM), gradiente CARMONA et
X 4,6 mm) ' al. (2008)
Lignina Kraft
industrial tratada
L C18 fase _ , ) YADAYV;

pela_s bacterl_a_s reversa (250 x Acetqmtrlla e agua (70:30), CHANDRA
Bacillus subtilis e isocrético

) 4.6 mm) (2015)
Klebsiella
pneumonia

Apesar do grande nimero de aplicacdes dos compostos derivados da lignina,
0 uso da biotecnologia para valorizacdo da biomassa vegetal, ainda é recente.
Muitos compostos e propriedades ainda nao foram descobertos (DEVAPPA;
RAKSHIT; DEKKER, 2015) encorajando estudos mais aprofundados no tema.

3.7 PLANEJAMENTO FATORIAL: FUNDAMENTOS E CONCEITOS BASICOS

O planejamento fatorial € uma metodologia bastante aplicada nas diferentes
areas de pesquisa, cujos fundamentos e conceitos basicos sdo aqui brevemente
descritos conforme Montgomery e Runger (2016) e Barbetta (2010). Trata-se de um
método simultaneo, em que as variaveis de interesse sado analisadas ao mesmo
tempo quanto a significancia e influéncia sobre as respostas estudadas. Os
principais termos que compdéem um planejamento fatorial, bem como suas
respectivas definicdes sdo descritos no Quadro 5.

Para realizar um planejamento fatorial, deve-se selecionar quais sé&o as
variaveis independentes a serem avaliadas e o0s experimentos sdo realizados
explorando-se os diferentes niveis desses fatores. O método é representado por bk,
em que k € o numero de fatores ou variaveis independentes, enquanto b representa

0 numero de niveis avaliados.
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Quadro 5 - Principais termos que compf&em um planejamento fatorial e respectivas definicdes

Termos Definicdes

Fatores ou variaveis | Caracteristicas que podem ser variadas no sistema,
independentes como tempo, temperatura, concentragcdo e

nutrientes entre outros

Niveis Grau ou faixa de variagdo a que os fatores

independentes serdo submetidos

Resposta ou variavel | Varidvel de interesse. As variaveis independentes
dependente sdo submetidas a niveis de variacdo e avaliadas

estatisticamente quanto a significancia na resposta

Efeitos Mudanca ocorrida na resposta quando o

experimento € submetido aos diferentes niveis

Efeitos principais Efeitos referentes aos fatores, individualmente

Efeitos de interacdes Ocorrem quando o efeito de um determinado fator

depende dos niveis de um outro fator.

Montgomery e Runger (2016)

Nos planejamentos experimentais em que as variaveis sdo exploradas em
trés niveis (3%), € comum que cada um dos niveis seja codificado utilizando-se os
simbolos: (+) para o nivel superior, (0) para o nivel médio e (-) para o nivel inferior.

Os efeitos séo divididos em duas categorias: efeitos principais, gerados pelos
fatores separadamente, e efeitos de interacdes, quando se leva em conta as
mudancgas proporcionadas por mais de um fator ao mesmo tempo. Os efeitos séo
analisados estatisticamente (ANOVA, teste F) e dispostos em um grafico de Pareto
gue discerne os efeitos mais significativos dos néo-significativos.

Para que os resultados do planejamento fatorial possam ser confiaveis, deve-
se levar em consideracdo alguns cuidados. As replicatas devem ser realizadas em
namero suficiente, com eventuais repeticdes de ensaios, de forma a reduzir o erro
experimental. As replicatas devem ser repeticdes auténticas e realizadas de forma
aleatoria, evitando-se assim distor¢Bes estatisticas e o comprometimento do
método. Os resultados podem ser apresentados em superficies de resposta,

destacando a regido dos fatores que conduz a uma resposta 6tima.
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas da metodologia utilizada neste estudo seguem 0S processos

apresentados na Figura 9:

Figura 9 — Fluxograma dos processos realizados no estudo

Cultivo dos 47 isolados fungicos (meio sélido)

\ J

Selecao dos isolados fungicos produtores de lacase
constitutiva (meio liquido)

A 4

Isolado selecionado: JUMADOQS53

Y

Otimizagdo da producgao de lacase — planejamento
fatorial

\ 4

Cultivo nas condig¢Bes otimizadas (meio liquido)

\ 4

Extragdo e identificagdo dos produtos por CLAE

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os compostos quimicos acido 2,6-dimetoxibenzoico, acido benzoico, acido p-
cumarico, acido siringico, acido vanilico e veratraldeido, bem como o 2,2 -azino-bis-
(3-etilbenzotiazol-6-sulfonato) (ABTS) e o 2,6-dimetoxifenol (DMP) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich®. O composto acido ferdlico foi obtido da European
Pharmacopoeia® e o0 agar bacteriolégico da Neogen®.

A lignina Kraft foi gentilmente doada pelo Prof. Dr. Robert Dekker.

4.2 ISOLADOS FUNGICOS

Os guarenta e sete fungos utilizados neste trabalho foram isolados a partir de
basidiocarpos e troncos de arvores em decomposi¢cao. As coletas foram realizadas
em diferentes cidades do Parana (bioma Mata Atlantica), como ilustra o Apéndice A.
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Os espécimes foram retirados com o auxilio de uma faca e colocados em sacos
plasticos. Apds assepsia externa com alcool 70% e hipoclorito de sodio, foram
inoculados em meio sdélido de batata-dextrose-agar (BDA) e as coldnias foram
purificados por repiques sucessivos. A conservacao foi realizada em placas e tubos
contendo agar inclinado e em meio de Castellani (agua destilada estéril). Esses
isolados ainda nao foram identificados em nivel de género e espécie.

4.3 SELECAO DOS ISOLADOS FUNGICOS PRODUTORES DE LACASE
CONSTITUTIVA

Os guarenta e sete isolados fungicos foram avaliados quanto a producédo de
lacase constitutiva. Esses microrganismos foram cultivados em placas de Petri
contendo meio BDA durante 7 dias, a 28°C. Posteriormente, quatro discos (plugs) de
5 mm de didametro, totalmente cobertos por hifas dos fungos, foram transferidos para
frascos de Erlenmeyer de 125 mL. Cada frasco continha 25 mL de meio liquido
basal de Vogel (VOGEL, 1956), 1% de dextrose (m/v) e 1% de extrato de levedura
(m/v). Os cultivos foram mantidos sob agitacdo a 180 rpm, 28 °C, por um periodo de
5 dias.

Em seguida, os cultivos foram centrifugados e os sobrenadantes, ou extratos
livres de células (ELC), foram utilizados para determinacdo da atividade de lacase,
conforme descrito no item 4.5. O ELC do microrganismo que apresentou maior
atividade de lacase nas condicbes pré-estabelecidas foi utilizado nas etapas

seguintes.

4.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE NA PRESENCA DE LIGNINA —
PLANEJAMENTO FATORIAL

O isolado fungico JUMADO53 foi cultivado em meio soélido basal de Vogel
contendo 2% de &gar (m/v) e 1% de glicose (m/v) durante 10 dias, a 28° C.
Posteriormente, quatro discos (plugs) de 5 mm de diametro contendo hifas do fungo
foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio
Vogel com 1% de glicose (m/v), concentracdes variadas de extrato de levedura (0,5

até 3,0%) e lignina Kraft (O até 0,5%). O tempo de cultivo variou de 4 até 10 dias,
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conforme mostra a Tabela 1. Os cultivos foram incubados a 28° C sob agitacéo
constante a 180 rpm.

Os fatores e niveis descritos foram avaliados no delineamento Box-Behnker
(MONTGOMERY; RUNGER, 2016) para trés variaveis em trés niveis (3%), em 15
ensaios experimentais, dos quais trés sao repeticdoes do ponto central. Os cultivos
em cada condig¢do foram realizados em triplicatas. Analises estatisticas, incluindo a
analise de variancia (ANOVA), o grafico de Pareto e as superficies de resposta

foram obtidos a partir do programa computacional Statistical0.0.

Tabela 1 -Delineamento Box-Behken para trés variaveis em trés niveis para otimizar a
producdo de lacase pelo JUMADO053

Experimento Fatores
X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
Valores reais
Fatores -1) 0 (+1)
X1 — Extrato de Levedura (%) 0,50 1,75 3,00
X2 — Lignina Kraft (%) 0,00 0,25 0,50
X3 — Tempo de cultivo (dias) 4 7 10

O delineamento de superficie de resposta possibilitou a elaboracdo de um
modelo ajustado de segunda ordem, contendo efeitos lineares e quadraticos, além
de interacdes binarias.

Decorrido o tempo de cada experimento, os cultivos foram filtrados e os
sobrenadantes utilizados para determinacdo da atividade de lacase conforme

descrito no item 4.5.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA LACASE

A atividade da lacase produzida pelo isolado fungico JUMADO53 foi
determinada conforme metodologia de Sacchetto e colaboradores (2011). Em tubos
de ensaio foi adicionado 775 pL de 4gua destilada, 50 pL do substrato ABTS (0,05
M), 150 pL da solucdo tampéo citrato-fosfato pH 3 (0,25 M) e 25 pL do ELC,
totalizando 1 mL. A solucéo foi aquecida em banho Maria a 50°C por 5 minutos e,
posteriormente, fez-se a leitura da absorbancia em um espectrofotbmetro UV-VIS
PerkinElmer Lambda 25 no comprimento de onda de onda (A) 420 nm.
Paralelamente, foram realizados os controles do ELC (C1) e do ABTS (Cz) conforme
dados da Tabela 2.

Tabela 2 - Sistema de incubacédo utilizado para determinar a atividade da lacase por ABTS

Reacao Ci1 C2
Solucédo do substrato 50 pL O puL 50 pL
Solugéo tampéao 150 pL 150 pL 150 pL
H20 (g.s.p.) 775 pL 825 uL 800 pL
Solucéo de lacase 25 uL 25 uL 0 uL

A atividade da lacase define a quantidade de enzima capaz de converter um
substrato em produto (DEVLIN et al., 2008). A Unido Internacional de Bioquimica
(NC-IUB, 1979) define que a unidade de enzima (U/mL) é namero de pumol de
substrato oxidado por minuto, a 30°C por mL da solu¢cdo de enzima. Para o
procedimento utilizado, verifica-se a conversdo do ABTS pela lacase, em condicdes
fixas de pH e temperatura. Assim, U/mL pode determinada a partir da Equagéo 1
(YADA JUNIOR, 2016; SACCHETTO et al., 2018):

v — AT—(AG+AC) |1 F, 1 1000 (1)
mL & |4 t

Onde:

U/mL: unidade de lacase por mL de solucéo de enzima;

AT: absorbancia do ensaio (reacao);

AC1: absorbancia de Cz;
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AC2: absorbancia de Cz;
t: tempo de incubag&o (em minutos);
V: volume de enzima empregado nos ensaios;
Fa: fator de diluigdo da solugéo enzimatica quando necessario e
e: coeficiente de extingdo molar do substrato (para o ABTS, & = 36.000 mol* cm™)
(BOURBONNAIS; PAICE, 1990).

De forma semelhante, determinou-se a atividade de lacase utilizando o
substrato 2,6-dimetoxifenol (DMP), com leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 468 nm (MARTINEZ et al., 2009), conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3 - Sistema de incubacé&o utilizado para determinar a atividade da lacase por DMP

Reacéo Ci C2
Solucéo do substrato 100 pL 0 uL 100 pL
Solucéo tampéo 150 pL 150 pL 150 pL
H20 (g.s.p.) 725 pL 825 uL 750 pL
Solugéo de lacase 25 pL 25 pL 0 pL

4.6 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO

O isolado fungico JUMADO53 foi cultivado em meio Vogel com 1% de glicose
(m/v), conforme as condi¢des otimizadas nos respectivos planejamentos fatoriais:
1,125% de extrato de levedura, 0,5% de lignina Kraft e 10 dias de cultivo para ABTS
e 1,125% de extrato de levedura, 0,25% de lignina Kraft e 7 dias de cultivo para
DMP.

Posteriormente, os cultivos foram centrifugados a 6000 rpm durante 10
minutos e filtrados em papel Whatmann n. 5. Os micélios foram tratados com 10 mL
de acetato de etila enquanto os sobrenadantes foram submetidos a precipitacao
acida: adicao de acido cloridrico até pH 2 e deixados estaticos durante 12 horas, 7°C
(VELIOGLU; UREK, 2014).

Os precipitados foram extraidos com 20 mL de metanol: cloroférmio (2:1)
enquanto os sobrenadantes foram extraidos trés vezes com acetato de etila (1:1).
Amostras de controle biético (fungo e meio de cultivo), abidtico com lignina (meio de
cultivo e lignina Kraft) e abiético sem lignina (apenas meio de cultivo) foram

incubadas em paralelo.
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4.7 IDENTIFICACAO POR CLAE DE ALGUNS COMPOSTOS AROMATICOS
EXTRAIDOS APOS CULTIVO NAS CONDICOES OTIMIZADAS

Os perfis de alguns compostos resultantes da degradacdo da lignina foram
determinados por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-
se um equipamento UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Scientific), software
Chromeleon, pertencente ao Departamento de Quimica da UTFPR Londrina.

Foram utilizados os padrdes analiticos: acido 2,6-dimetilbenzoico, &cido
benzoico, acido ferdlico, acido vanilico, acido siringico, acido p-cumarico e
veratraldeido (possiveis produtos da lignina), de forma a auxiliar a identificacdo dos
produtos da biodegradacdo da lignina. Curvas de calibracdo para os padrbes
analiticos foram obtidas a partir das concentracdes: 0,005; 0,01; 0,05 e 0,10 mg/mL.

Foi utilizada uma coluna cromatografica Cis Phenomenex de fase reversa,
com dimensodes de 250 x 4,6 mm. A injecdo da amostra foi de 20 pL, ao fluxo de 1
mL/min com mistura de duas solucdes como fase movel: solucdo A, composta de
agua com 1 mM de &cido trifluoracético (TFA) e solucdo B, composta de acetonitrila
(JARAMILLO-CARMONA et al., 2008).

Seguindo-se a metodologia descrita pelos referidos autores, a proporcao
inicial da fase movel foi de 80:20 para as solucdes A e B, respectivamente, mantida
até 20 minutos. Variou-se linearmente até a proporcdo 70:30 aos 30 minutos, 60:40
aos 40 minutos, 50:50 aos 50 minutos e 55:45 aos 55 minutos e 60:40 aos 56
minutos. A proporgéo inicial foi reestabelecida ao final da corrida, aos 60 minutos. O
tempo total de andlise foi de 60 minutos por amostra, com deteccdo em 220, 272,
289 e 309 nm.

Os extratos secos de acetato de etila dos micélios e dos sobrenadantes, bem
como o0s extratos de metanol:cloroférmio dos precipitados, obtidos na etapa 4.6,
foram dissolvidos em 1 mL de metanol grau HPLC e filtradas em filtros de seringa
Agilent com porosidade de 0,45 um e submetido a cromatografia liqguida conforme
condi¢cdes citadas acima. As andlises buscaram a identificacdo dos possiveis

produtos da biodegradacéo da lignina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 SELECAO DE ISOLADOS FUNGICOS PRODUTORES DE LACASE

CONSTITUTIVA

Um total de 47 fungos foram isolados, conforme descricbes do Quadro 6, e
posteriormente avaliados como produtores de lacase constitutiva em meio liquido de

Vogel.

Quadro 6 — Descricdo do local de coleta dos quarenta e sete isolados fungicos utilizados neste
estudo

Coordenadas
Isolado Fungico Latitude Longitude Local de Coleta
(S) (W)
JUMADO002 | 25°51°00.1” | 48°33'28.3” | Floresta Atlantica, Caioba
JUMAD 007 | 23°19'67,5” | 51°11’67.3” | UEL, Londrina
JUMADO15 | 23°19'68.9” | 51°11°75.1” | UEL, Londrina
JUMADO26a | 23°25'46.1” | 51°55'77.4” | Parque do Ing4, Maringa
JUMADO026b | 23°25'46.1” | 51°55'77.4” | Parque do Inga, Maringa
JUMADO032 23°25'51.1” | 51°55’75,8” | Parque do Ing4, Maringa
JUMADO033 23°25'55.2” | 51°55’70.8” | Parque do Inga, Maringa
JUMADO36 | 23°19'16.9” | 51°20°'40.7” | Ribeirdo Cafezal e Cambé
JUMADO37b | 23°19'16.7” | 51°20°'40.4” | Ribeirdo Cafezal e Cambé
JUMADO038b | 23°19'16.9” | 51°20°40.3” | Ribeirdo Cafezal e Cambé
JUMADO039 23°19'58.7” | 51°19’37.1” | Ribeirdo Cafezal e Cambé
JUMADO40 | 23°17°42.9” | 51°13'36.3” | Ribeirdo Cafezal e Cambé
JUMADO41la | 23°36'47.3” | 51°16'23.1” | Ribeirdo Taquara
JUMADO42a | 23°36'47.3” | 51°16'23.1” | Ribeirdo Taquara
JUMADO42b | 23°36'47.3” | 51°16'23.1” | Ribeirdo Taquara
JUMADO043b | 23°19'68.9” | 51°11'75.1” | UEL, Londrina
JUMADO45a | 23°19°68.9” | 51°11'75.1” | UEL, Londrina
JUMADO47b | 23°19'68.9” | 51°11°75.1” | UEL, Londrina
JUMADO50a | 23°19'68.9” | 51°11'75.1” | UEL, Londrina




JUMADO50b
JUMADOS1a
JUMADO51b
JUMADOS52a
JUMADO52b
JUMADO53
JUMADO54
JUMADO56
JUMADOS7a
JUMADO57b
JUMAD 058b
JUMAD 059a
JUMAD 059b
JUMAD 061
JUMAD 062
JUMAD 064c
JUMAD 066
JUMAD 067
JUMAD 068a
JUMAD 068b
JUMAD 069b
JUMAD 070a
JUMAD 070b
JUMAD 072a
JUMAD 072b
JUMAD 073
JUMAD 074

JUMAD 075

23°19'68.9”
23°19'68.9”
23°19'68.9”
23°19'68.9”
23°19'68.9”
23°24°28.5”
23°24'28.5”
23°24°13.9”
23°25'34.6”
23°25'34.6”
23°25'36.6”
23°25'37.6”
23°25'37.6”
23°25'38.9”
23°25'41.0”
23°25’36.7”
23°25’35.1”
23°25’35.1”
23°25’35.1”
23°25’35.1”
23°27°31.1”
23°27°31.1”
23°27°31.1”
23°27°29.77
23°27°29.7°
23°27°28.47
23°19'65.2”

23°19'48.00

51°11°75.1”
51°11'75.1”
51°11°75.1”
51°11'75.1”
51°11'75.1”
51°56’08.7”
51°56°'08.7”
51°566°23.7”
51°55'56.7"
51°55’56.7”
51°55'55.6”
51°55'56.1”
51°55’56.1”
51°55'55.0”
51°565’54.7”
51°565’51.4”
51°55'44.8”
51°55'44.8”
51°55'44.8”
51°55'44.8”
51°15°05.8”
51°15°05.8”
51°15°05.8”
51°15°05.9”
51°15°05.9”
51°15°05.5”
51°9'569.76”

51°9’46.8”
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(continuacéo)
UEL, Londrina
UEL, Londrina
UEL, Londrina
UEL, Londrina
UEL, Londrina
UEM, Maringa
UEM, Maringa
UEM, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringéa
Parque do Inga, Maringa
Parque do Inga, Maringéa
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Parque Mata dos Godoy, Londrina
Lago lgapo, Londrina

Lago Igapo, Londrina

Na Tabela 4 sdo apresentados os isolados flngicos e as respectivas

atividades de lacase utilizando-se os substratos ABTS e DMP, ordenados em ordem

decrescente. O isolado fungico JUMADO53 apresentou maior atividade de lacase
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utilizando-se o substrato ABTS quando comparado aos demais microrganismos.
Entretanto, sua atividade enzimética sobre o DMP foi inferior a dos outros isolados
fungicos, indicando que os diferentes isolados produzem diferentes lacases.

A atividade de lacase é expressa pelo numero de micromols oxidados do

substrato por minuto, por mililitro da solugéo — U/mL

Tabela 4 - Atividades de lacase (U/mL) medidas a partir dos substratos ABTS e DMP para os
principais isolados fungicos

Atividade (U/mL)

Isolado Fungico

ABTS DMP
JUMADO053 5,37 0,01
JUMADO026B 0,36 0,08
JUMADOO02 0,32 0,03
JUMADOQ72B 0,15 0,16
JUMADO42A 0,06 0,03
JUMADO54 0.05 0.02
JUMADOS50A 0.03 0.00
JUMADO68B 0.03 0.00
JUMADO032 0.03 0.00
JUMADO062 0.02 0.06
JUMADO74 0.02 0.03
JUMADO41A 0.02 0.01
JUMADO70A 0.02 0.07
JUMADO45A 0.01 0.00
JUMADOG66 0.01 0.00
JUMADOGS8A 0.01 0.00
JUMADO72A 0.00 0.00
JUMADO70B 0.00 0.00
JUMADO33 0.00 0.00
JUMADO39 0.00 0.00
JUMADO042B 0.00 0.00
JUMADO73 0.00 0.00
JUMADOG67 0.00 0.00
JUMADO75 0.00 0.00
JUMADO61 0.00 0.00
JUMADO50B 0.00 0.01
JUMADO36 0.00 0.00
JUMADO059B 0.00 0.00
JUMADOO7 0.00 0.00
JUMADO15 0.00 0.00
JUMADO57B 0.00 0.00
JUMADO51B 0.00 0.00
JUMADOS57A 0.00 0.00
JUMADO51A 0.00 0.00

JUMADO52A 0.00 0.00
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(continuacéo)

JUMADO043B 0.00 0.00
JUMADO26A 0.00 0.00

JUMADOS56 0.00 0.00
JUMADO038B 0.00 0.00
JUMADO37B 0.00 0.00
JUMADO064C 0.00 0.00
JUMADO047B 0.00 0.00

JUMADO040 0.00 0.00
JUMADO069B 0.00 0.00
JUMADO052B 0.00 0.00
JUMADO59A 0.00 0.00

A producéo de isoformas de lacase é comumente relatada na literatura para
fungos, como é o caso do basidiomiceto ligninolitico Pleurotus nebrodensis, capaz
de produzir trés isoformas dessa enzima (YUAN et al., 2015). Outro exemplo € o
basidiomiceto Trametes hirsuta, com a producdo de quatro isoformas de lacase,
induzida para a degradacao de corantes (MOISEENKO et al., 2018).

Diferentes isoformas de enzimas ligninoliticas sdo encontradas em culturas
fangicas e a producdo e secrecdo dessas isoenzimas sdo extremamente
influenciadas pelas condi¢des as quais os fungos em crescimento sdo submetidos. A
disponibilidade de diferentes nutrientes no meio de cultura como fonte de carbono
(glicose), nitrogénio, compostos aromaticos, compostos xenobidticos e condicdes
estaticas ou de agitacdo das culturas sdo exemplos dessas condicbes (BABIC;
LIKOZAR; PAVKO, 2012).

5.1.1 Caracteristicas dos Isolado JUMADO53

O isolado fungico com maior producao de lacase, JUMADO53 (Figura 10), foi
obtido de seu corpo de frutificacdo (basidiocarpo) coletado de um tronco de arvore
no campus da Universidade Estadual de Maringa, municipio de Maringa, Parana,
conforme coordenadas geograficas: 23°24°28.5” S e 51°56'08.7” O (DORTE, 2019).
Esse microrganismo foi isolado em meio BDA e conservado em agua destilada
estéril, temperatura ambiente, compondo a micoteca do Laboratério QuiMiBio da
UTFPR-Londrina.
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Figura 10 — Isolado fungico JUMADO53 a) crescendo sobre madeira e b) em meio BDA

a)

As caracteristicas macroscopicas do corpo de frutificacdo coletado na
madeira indicam que este isolado seja, possivelmente, do género Trametes
(GUERRERO; HOMRICH, 1999). O isolado sera identificado posteriormente.

O género Trametes € comumente relatado na literatura como produtor de
lacase (MOISEENKO et al., 2018), além de notavel capacidade de degradar a
lignina de material vegetal (YANG et al., 2019).

O trabalho desenvolvido por Kolb e colaboradores (2012) demonstrou que a
lacase produzida por uma cepa de Trametes versicolor promoveu a modificacdo de
uma variedade de monbémeros fendlicos, sendo possivel, inclusive a remocao
completa de muitos desses mondmeros nas condi¢des testadas.

Yang e colaboradores (2019) obtiveram remocéo de 23,7% da lignina apos 45
dias em processo de compostagem de talos de tabaco, utilizando-se inéculo de
Trametes hirsuta. O trabalho desenvolvido por Asgher e colaboradores (2018)
relatou a remocao de 78,29% de lignina de bagaco de cana-de-acucar, por lacase
purificada de uma cepa de Trametes versicolor IBL-04 ap6s 15 horas de incubacgéo.

Assim, considerando o grande potencial como produtor de lacase e agente de
biodegradacao da lignina, o isolado JUMADO53 foi utilizado nas etapas seguintes
deste estudo, em que se avaliou o potencial de inducéo da lignina Kraft na atividade

enzimatica.
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5.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE NA PRESENCA DE LIGNINA —
PLANEJAMENTO FATORIAL

A producéo de lacase pelo isolado fungico JUMADO53 foi otimizada com base
na metodologia de superficie de resposta testando, como fatores, diferentes
concentragbes de extrato de levedura (Xi) e lignina Kraft (X2) além de diferentes
tempos de cultivo (X3), como mostram as subsec¢des 5.2.1 e 5.2.2, medidas a partir
dos substratos ABTS (Y) e DMP (Y’), respectivamente.

5.2.1 Condicbes otimizadas a partir do substrato ABTS

A Tabela 5 apresenta os resultados da otimizacdo, medidos a partir do
substrato ABTS. S&o apresentados os valores de atividade de lacase para cada

replicata (Y1, Y2 e Y3), bem como o valor médio (Ymed) € respectivos desvios padrao.

Tabela 5 — Planejamento fatorial composto central para otimizar a producéo de lacase
quantificada utilizando-se o substrato ABTS

Respostas (U/mL)

Experimento X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3 Ymed
1 -1 -1 0 7,03 7,34 7,97 7,45 +0,39
2 +1 -1 0 4,46 3,58 3,65 3,90 +0,40
3 -1 +1 0 8,35 8,68 7,74 8,26 +0,39
4 +1 +1 0 5,53 7,49 6,80 6,61 +0,81
5 -1 0 -1 6,44 6,42 7,06 6,64 +0,30
6 +1 0 -1 4,75 5,03 4,35 4,71 0,28
7 -1 0 +1 9,41 10,04 9,02 9,49 +0,42
8 +1 0 +1 6,79 8,53 7,83 7,72 0,71
9 0 -1 -1 3,22 3,34 4,92 3,83 0,77
10 0 +1 -1 4,13 4,12 4,90 4,38 +0,37
11 0 -1 +1 577 4,31 4,21 4,76 £0,71
12 0 +1 +1 10,10 9,32 9,75 9,72 +0,31
13 0 0 0 6,87 7,39 7,64 7,30 +0,32
14 0 0 0 6,28 7,58 7,63 7,16 0,62
15 0 0 0 7,47 7,20 7,64 7,44 £0,18
Fatores Valores Reais
-1 0 +1
X1 — Extrato de Levedura (%) 0,5 1,75 3,0
X2 — Lignina (%) 0 0,25 0,5

X3z — Tempo (d) 4 7 10
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Os resultados apresentados no gréfico de Pareto (Figura 11) mostram a
importancia relativa dos efeitos das variaveis estudadas. Os efeitos sédo ordenados
de forma decrescente, apos cada efeito ser convertido em uma estatistica-t
dividindo-o pelo seu erro padrdo (MONTGOMERY; RUNGER, 2016). As barras que
ultrapassam a linha de divisdo (p=0,05) representam os fatores que resultaram em
efeitos significativos na producdo de lacase, sendo (L) o linear e (Q) o efeito

quadratico.

Figura 11 — Gréfico de Pareto para avaliagdo de importancia dos parametros a partir das
condicOes de otimiza¢éo para a atividade de lacase medida com ABTS

X (1) 1048514 |

X, (L) |7A30551

tX; (L) |—7.69314

FX5 X X3 (L) |5,390972
X5 (Q) |5.197096
X5 (Q) |2.448801

X, % X, (L) |2.322641

X; (Q) ‘—1.69713

X, X X5 (L) |-1955908

p=.05

Estes resultados demonstram que na atividade de lacase determinada com o
ABTS, o efeito do tempo foi o fator mais significativo na producdo enzimatica,
seguido da concentracdo de lignina Kraft e extrato de levedura. O gréafico de Pareto
também mostrou que as interacdes do extrato de levedura versus lignina Kraft e
tempo nado foram significantes no nivel de confianca de 95%.

Os coeficientes de regressdo obtidos compdem a Equacdo (2), que
representa a producdo de lacase pelo substrato ABTS. Todos os valores
representados sao significativos (p<0,05), de forma que o0s termos que nao
apresentaram significancia estatistica foram removidos das equacdes de segunda

ordem, aqui representadas em sua forma reduzida.

Y =7,3— 1,11250X, + 1,12875X, + 1,51625X; — 1,10625X,* + 1,10250X, X, (2)
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Na Figura 12 sao apresentas as curvas obtidas na otimizacdo da producéo de
lacase, determinadas com o substrato ABTS, avaliando-se os diferentes niveis dos

fatores estipulados.

Figura 12 — Curvas de resposta a producéo de lacase (Y) medida por ABTS, considerando-se
os fatores extrato de levedura (X1), lignina Kraft (X.) e tempo de incubagéo (Xs)

Extrato de Levedura (%) Lignina (%) Tempo (dias)
X X, X3

13.000

- %}} T }% T | }
RERERS NP ARRRINNE AR

Atividade de Lacase (U/mL)-Y

2.0000

5 1125 3 0 5 4 10.

Na Figura 13 sdo apresentadas as superficies de resposta obtidas quando se
determinou a atividade de lacase com o substrato ABTS. A maxima atividade de
lacase de 9,8 U/mL foi obtida utilizando-se as seguintes condicbes: 1,125% de

extrato de levedura, 0,5% de lignina Kraft e 10 dias de cultivo.



56

Figura 13 — Superficie de resposta da producéo de lacase utilizando-se o substrato ABTS:
fixando-se a) X; em 1,125%, b) X, em 0,5% e c) X3 em 10 dias a direita.

O valor de R? na condicdo otimizada utilizando-se o substrato ABTS foi de
0,98365, indicando que os valores previstos no modelo estdo bem alinhados com os
valores obtidos experimentalmente.

Para confirmar a possivel aplicabilidade do modelo obtido, experimentos de
validacdo em trés replicatas foram realizados usando as condi¢cbes Otimas. A

atividade média de lacase obtida experimentalmente foi de 10,1 U/mL, que nao
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apresentou diferenca estatistica significativa em relagdo ao valor previsto de 9,8
U/mL, demonstrando assim a adequacao do modelo proposto.

5.2.2 Condig¢bes otimizadas a partir do substrato DMP

A Tabela 6 apresenta os resultados da otimizacdo, medidos a partir do
substrato DMP. De forma semelhante a subsecdo 5.2.1, sdo apresentados o0s
valores de atividade de lacase para cada replicata (Y1, Y2 e Y3), bem como o valor

médio (Y’med), COM seus respectivos desvios padréo.

Tabela 6 - Planejamento fatorial composto central para otimizar a producéo de lacase
quantificada utilizando-se o substrato DMP

Respostas
Experimento X1 X2 Xs  Y1i & Y's Y’ med
1 -1 -1 0 7,25 5,68 6,89 6,61 +0,67
2 +1 -1 0 3,31 3,15 3,28 3,25 +0,07
3 -1 +1 0 6,81 4,53 5,88 5,74 +0,94
4 +1 +1 0 4,20 3,45 4,17 3,94 +0,35
5 -1 0 -1 6,35 6,19 6,02 6,19 +0,13
6 +1 0 -1 3,46 3,35 3,34 3,38 +0,05
7 -1 0 +1 4,10 3,91 4,14 4,05 +0,10
8 +1 0 +1 1,76 2,99 2,96 2,57 0,57
9 0 -1 -1 5,23 3,47 4,45 4,38 £0,72
10 0 +1 -1 4,45 4,09 4,81 4,45 +0,29
11 0 -1 +1 3,10 1,39 1,97 2,15 +0,71
12 0 +1 +1 2,36 2,39 2,02 2,26 +0,17
13 0 0 0 10,73 6,77 6,77 8,09 +1,87
14 0 0 0 8,54 8,14 7,47 8,05 +0,44
15 0 0 0 12,93 541 6,07 8,14 +3,40
Fatores Valores Reais
-1 0 +1
X1 — Extrato de Levedura (%) 0,5 1,75 3,0
X2 — Lignina (%) 0 0,25 0,5
X3 — Tempo (d) 4 7 10

Na Figura 14 é apresentado o grafico de Pareto, destacando os fatores
estatisticamente importantes para a expressao da enzima lacase do microrganismo

estudado, a partir do substrato DMP.
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Figura 14 — Grafico de Pareto para avaliacdo de importancia dos parametros a partir das
condicBes de otimizacdo para a atividade de lacase medida com DMP
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Para o substrato DMP, os efeitos mantiveram-se na mesma sequéncia de
importancia, entretanto, diferentemente dos resultados obtidos com o substrato
ABTS, a interacao lignina Kraft versus tempo de cultivo ndo se mostrou significante
para a producédo de lacase. Os resultados indicam a possibilidade de producéo de
isoenzimas de lacase pelo isolado fungico estudado, visto que essas isoenzimas
apresentam afinidades diferentes para os substratos ABTS e DMP. Conforme relatos
de Viswanath e colaboradores (2014), a producdo de isoenzimas de lacase é
comum em fungos ligninoliticos.

A partir dos coeficientes de regressao obtidos para o substrato DMP, obteve-
se a Equacédo (3). Todos os valores representados sao significativos (p<0,05), de
forma que os termos que nao apresentaram significancia estatistica foram removidos

das equacodes de segunda ordem, aqui representadas em sua forma reduzida:

Y’ =8,09333 — 1,18125X; — 0,92125X; — 1,23542X,° — 1,97292X,* — 2,81042X;% + 0,39X, X, (3)

Na Figura 15 sédo apresentas as curvas obtidas referentes a otimizagdao da
producdo de lacase, determinando-se a atividade com o substrato DMP, avaliando-
se os diferentes niveis dos fatores estipulados. As curvas demonstraram que a

condig&o Otima estava dentro do intervalo dos niveis estudados.
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Figura 15 - Curvas de resposta a producao de lacase (Y) medida por DMP, considerando-se os
fatores extrato de levedura (X1), lignina Kraft (X2) e tempo de incubagéo (Xs)

Extrato de Levedura (%) Lignina (%) Tempo (dias)
X, X3
9.5000

8.3751 Inl SR TQT __________ 1 b L,_ ____________ 1

Atividade de Lacase (U/mL) - Y

3.5000

5 1.125 3 0 25 5 4 o 10.

Na Figura 16 sdo apresentados os graficos de superficie de resposta obtidos
guando as atividades de lacase no ELC foram determinadas com o substrato DMP.
A maxima atividade de lacase de 8,4 U/mL, nas seguintes condicfes: 1,125% de
extrato de levedura, 0,25% de lignina Kraft e 7 dias de cultivo.

O valor de R? na condicdo otimizada utilizando-se o substrato DMP foi de
0,99389, demonstrando que os valores obtidos experimentalmente estdo adequados
ao modelo proposto.

Tavares e colaboradores (2006) otimizaram a producéo de lacase para uma
cepa de Trametes versicolor investigando a influéncia da concentracédo de glicose,
pH inicial e agitacdo. Os autores relataram que apenas a concentragao de glicose, 0
pH inicial e a interagcdo entre essas duas variaveis apresentaram efeitos
significativos na producgdo da enzima. A atividade de lacase mais alta relatada pelos
citados autores foi de 11,403 U/mL na condicdo de 9 g/L de glicose e pH 5,0, medida
com o substrato ABTS. Tal atividade mostra-se compativel a atividade obtida no

presente estudo, de 9,8 U/mL, a partir de um fungo de mesmo género provavel.
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Figura 16 — Superficie de resposta da producéo de lacase utilizando-se o substrato DMP:
fixando-se a) X1 em 1,125%, b) X, em 0,25% e c) Xz em 7 dias.

O estudo desenvolvido por Medeiros e colaboradores (1999) otimizou a
producdo de lacase para uma cepa do basidiomiceto Pleurotus ostreatus, em que
foram avaliadas as influéncias do pH inicial, concentracdo de extrato de levedura e a
acdo de alguns indutores. Os resultados demostraram que o pH inicial e a
concentragdo de extrato de levedura foram estatisticamente significantes na

producdo de enzimas.
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Assim, de forma semelhante aos resultados obtidos nos estudos aqui
desenvolvidos, o extrato de levedura mostra-se um importante fator na producao e

lacase de basidiomicetos.

5.3 IDENTIFICACAO POR CLAE DE ALGUNS COMPOSTOS AROMATICOS
EXTRAIDOS APOS CULTIVO NAS CONDICOES OTIMIZADAS

O isolado JUMADO53 foi cultivado em meio liquido de Vogel na presenca da
lignina Kraft, seguindo as condi¢cfes 6timas de cultivo dos respetivos planejamentos
fatoriaia. De forma a investigar a degradacéo da lignina Kraft apés a incubacéo, as
amostras foram submetidas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com
o auxilio de sete padrbes analiticos de monémeros da lignina.

Para o calculo das curvas de calibracdo dos padrbes analiticos foram
utilizadas quatro concentra¢cdes dos padrdes: 0,005; 0,01; 0,05 e 0,10 mg/mL. As
curvas de calibracdo sdo apresentadas na Tabela 7, juntamente com seus
respectivos comprimentos de onda (A), equacdes e R2. A partir das equacodes
obtidas, pode-se calcular a concentracdo (y) em mg/mL dos compostos nas

amostras, a partir de suas areas (x) apresentadas no cromatograma.

Tabela 7 - Curvas de calibragéo obtidas para os padrbes analiticos

Padréo analitico A (nm) Equacéao da reta/polinomial R?
1 Ac. 2,6-dimetilbenz. 220 y = 0,0018x — 0,0006 0,9959
2 Acido Benzoico 220 y = 0,0005x — 0,0003 0,9976

Acido Ferdlico A 309 y = 0,0008x + 0,0006 0,9990
3 Acido Fertlico B 220 y = 0,0004x% — 0,0008x + 0,0068 0,9963
4  Acido Siringico 220 y = 0,0006x — 0,0002 0,9977
5 Acido Vanilico 220 y = 0,0016x — 0,0016 0,9968
6 Acido p-cumarico 309 y = 0,0005x + 0,0008 0,9989
7 Veratraldeido 272 y = 0,0006x — 0,00009 0,9981

O padrédo analitico do acido ferulico originou dois picos distintos nos
cromatogramas, devido a sua isomeria cis-trans (URBANIAK; SZELAG; MOLSKI,
2013), sendo assim denominados de acido ferulico A e acido ferulico B. Este teve as

concentracdes melhor representadas por uma equacéo polinomial, apresentando R?
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superior ao de uma equacdo linear. Os valores elevados dos R? demonstram o bom
ajuste dos dados experimentais as equagdes propostas.
A Figura 17 apresenta o cromatograma contendo os picos de todos os setes

padrdes analiticos utilizados no estudo e seus respectivos tempos de retencéo.

Figura 17 — Cromatograma dos padr8es analiticos utilizados no estudo (A =272 nm) e
respectivos tempos de retencao: alcool vanilico (4,777 min), &cido siringico (6,793 min), acido
p-cumarico (10,693 min), acido feralico A (12,583 min), acido 2,6-dimetoxibenzoico (13,267
min), acido feralico B (14,453 min), acido benzoico (20,770 min) e veratraldeido (22,390 min)
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A Figura 18 traz o cromatograma da Lignina Kraft utilizada no estudo,
dissolvida em metanol grau HPLC, sem qualquer tratamento ou incubacdo. O
cromatograma revelou uma série de compostos resultantes do proprio tratamento
Kraft. Tais resultados estdo em concordancia com os obtidos por Zhu e
colaboradores (2017) que também encontraram diversos picos de fragmentos da
lignina alcali em suas amostras previamente a incubacao.

O tratamento da lignina Kraft pelo isolado JUMADO053, nas condicdes
otimizadas, resultou em trés extratos diferentes para cada amostra: um extrato de
acetato de etila do sobrenadante, um extrato de metanol: cloroférmio do precipitado
e um extrato de acetato de etila do micélio.
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Figura 18 - Cromatograma da Lignina Kraft sem tratamento (A = 220 nm)
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As substancias de interesse dos cromatogramas, que apresentaram variacdes
em suas areas apoOs tratamento pelo isolado JUMADO53, sdo apresentadas nas
Tabelas 8 e 9. As substancias apresentadas sao exclusivas das amostras contendo
lignina Kraft tratada ou néo tratada pelo isolado, sendo que 0s picos existentes nos
controles (fungo e meio de cultivo e apenas meio de cultivo) foram descartados da
presente analise.

Os compostos que apresentaram picos com tempo de retencdo coincidentes
com os tempos de retencdo dos padrdes analiticos levam os nomes das respectivas
substancias. Ja os picos que ndo coincidiram com os tempos de retencdo dos
padrdes analiticos sdo denominados apenas como “Composto” e enumerados. Os
resultados foram apresentados conforme comprimento de onda (A) do cromatografo
que resultou em maiores valores das areas.

A andlise dos cromatogramas resultantes das condicfes otimizadas para
ABTS (Tabela 8) revelam diminuicAo na area do composto &cido 2,6-
dimetoxibenzoico apos tratamento com o isolado JUMADO53. Por outro lado, foi

registrada a producao de outros dois compostos: acido benzoico e Composto |I.
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Tabela 8 - Andlise dos comprimentos de onda (A), tempo de retencao e areas dos produtos da lignina Kraft tratada pelo isolado JUMADO053,
condicOes otimizadas para ABTS

Extrato Sobrenadante Extrato Precipitado Extrato Micélio
Substancia A (nm) Tk (Min) LK com fungo LK sem fungo LK com fungo LK sem fungo Com LK Sem LK
Acido 2,6- 220 13,26810,036 6,185+0,880 30,571+1,659 1,435+0,393 1,720+0,737 0,477%0,175 ND
dimetoxibenzoico
Composto | 220 14,06010,023 0,892+0,083 ND ND ND ND ND
Acido Benzoico 220 20,949+0,226 0,742+0,216 ND ND ND ND ND

LK = Lignina Kraft. Tr = tempo de retencdo. ND = n&o detectado. Em azul as substancias que apresentaram aumento da area total nas amostras
tratadas e em vermelho as que apresentaram reducéo

Tabela 9 - Analise dos comprimentos de onda (A), tempo de retencao e areas dos produtos da lignina Kraft tratada pelo isolado JUMADO53,
condicBes otimizadas para DMP

Extrato Sobrenadante Extrato Precipitado Extrato Micélio
Substancia A (nm) Tr (min) LK com fungo LK sem fungo LK com fungo LK sem fungo Com LK Sem LK
Composto Il 272 10,82210,614  0,394+0,150 ND ND ND ND ND
Acido 2,6- 220 12,943+0,032 ND 14,055+4,893 ND ND ND ND
dimetoxibenzoico
Veratraldeido 272 23,731+0,388 ND ND 0,298+0,158 2,317+1,039 ND ND
Composto llI 272 26,443+0,040 1,770+0,249 ND 1,258+0,318 ND ND ND

LK = Lignina Kraft. Tr = tempo de retenc¢do. ND = n&o detectado. Em azul as substancias que apresentaram aumento da &rea total nas amostras
tratadas e em vermelho as que apresentaram reducéo
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O composto indicado como &cido 2,6-dimetoxibenzoico estava presente nas
amostras de lignina ndo tratada, apresentando notavel diminuicdo de &rea nos
extratos do sobrenadante (de 30,571 para 6,185) ou em unidades de concentracao:
de 54,43 para 10,53 pg/mL. A reducdo na concentracdo também foi percebida nos
extratos do precipitado (de 2,50 para 1,98 pug/mL) apds o tratamento com isolado
fungico para esse composto. Tais resultados representam um indicio de que o
composto em questdo foi utilizado pelo microrganismo durante o periodo de
incubacao.

Os autores Wang, Liang e Gao (2018) relataram que a incubacédo de
determinados mondmeros da lignina juntamente com uma cepa da bactéria
Sphingobacterium sp. HY-H levou a formacdo de outros mondémeros e até mesmo
compostos alifaticos, como o etanol. Dessa forma, a diminuicdo das concentracdes
dos mon6meros relatada no presente trabalho pode estar relacionada a formacao de
outros compostos.

Outra explicacédo para a remocao de mondémeros fendlicos € a polimerizacao
a partir da lacase, visto que a enzima esta relacionada tanto a despolimerizacao
quanto a polimerizacéo de compostos fendlicos (CHEN et al., 2015).

Longe e colaboradores (2018) demonstraram que as enzimas fangicas
lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase purificadas e testadas
separadamente levaram a degradacao da lignina. Entretanto, a utilizac&do in vivo do
fungo da podriddo branca Grammothele fuligo, produtor de uma mistura das
enzimas, resultou na repolimerizacdo dos compostos derivados da lignina.

Ainda conforme Tabela 8, o &cido benzoico (0,07 pg/mL) e o Composto |
apresentaram picos exclusivos nas amostras dos extratos do sobrenadante da
lignina tratada. Tal resultado indica a formacdo desses novos compostos durante a
incubacdo, possivelmente a partir da biodegradacdo da lignina pelo isolado
JUMADO53.

O acido benzoico é um potencial produto liberado da lignina, sendo
amplamente utilizado na industria alimenticia e como precursor sintético para outras
moléculas (QIN et al., 2018). Além disso, foram relatados na literatura o potencial
uso dessa substancia como agente antimicrobiano (WEI et al., 2018) e
tuberculostatico (RANDO et al., 2002).

A liberacdo de acido benzoico a partir da quebra da lignina foi previamente

relatada na literatura por Wang e colaboradores (2014). Zhu e colaboradores (2017)
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também detectaram a presenca desse composto apds a biodegradacéo da lignina
pela bactéria Bacillus ligniniphilus L1. Esses autores relataram, inclusive, a presenca
de acido benzoico em lignina alcali previamente ao tratamento bioldgico.

A possibilidade de producdo do acido benzoico, além de outras moléculas
como o Composto |, mesmo que em pequenas quantidades, proporcionam
importantes direcionamentos para o aproveitamento e a valorizacdo da lignina.
Estudos mais aprofundados podem ser realizados buscando condicbes que
aumentem a produgéo desses compostos.

Os cromatogramas resultantes da condigdo otimizada para o substrato DMP
(Tabela 9) demonstraram a producdo dos Compostos Il nas amostras tratadas dos
extratos do sobrenadante, além da geracdo do Composto Il tanto nas amostras
tratadas dos extratos do sobrenadante quanto do precipitado. Apesar de né&o
identificados pelos padrbes analiticos, tais compostos representam potenciais
derivados de interesse da lignina.

O composto indicado na Tabela 9 como &cido 2,6-dimetilbenzoico, com
concentracao inicial de 24,70 pg/mL, sofreu completa remocéo, ou seja, nao revelou
picos no cromatograma apés o tratamento. O composto de mesmo tempo de
retencdo do veratraldeido sofreu consideravel reducdo nos extratos do precipitado
(de 1,30 para 0,09 pg/mL), indicando comportamento semelhante ao encontrado nas
condicBes otimizadas para o substrato ABTS.

A Figura 19 traz o perfil das substancias contidas em uma amostra de lignina
Kraft nas condigbes otimizadas para o substrato ABTS. Encontram-se indicados os
compostos (picos) de interesse, incluindo aqueles que ndo foram identificados pelos
padrbes analiticos. De forma a se obter maiores informac¢des sobre os compostos
nao identificados, as amostras foram enviadas a espectrometria de massas, sendo
gue os resultados ndo estdo apresentados neste trabalho.

De forma semelhante, a Figura 20 traz o perfil de metabdlitos das amostras

de controle e tratamento nas condi¢cfes otimizadas para o substrato DMP.
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Figura 19 — Cromatogramas dos extratos dos sobrenadantes sob condi¢des otimizadas para o
substrato ABTS: A) Lignina Kraft sem fungo (controle) e B) Lignina Kraft tratada pelo isolado
JUMADO53
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As substancias de interesse estdo destacadas pelas setas vermelhas, sendo indicado seus
respectivos tempos de retencdao (Tr)
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Figura 20 - Cromatogramas dos extratos dos sobrenadantes sob condi¢cdes otimizadas para o
substrato DMP: A) Lignina Kraft sem fungo (controle) e B) Lignina Kraft tratada pelo isolado
JUMADO53
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Apesar dos resultados apontarem que as concentracbes de alguns
mondmeros sofreram reducdo ao invés de aumento apds o tratamento bioldgico, a
valorizacdo da lignina também pode ser obtida a partir da remocgcdo dos seus
mondmeros, como € o caso da producdo de bioetanol a partir de matérias
lignocelulésicos (JURADO et al., 2009). Os autores demonstraram maior
produtividade na producdo do etanol ap6s remocdo de 70-75% dos mondmeros
fendlicos, a partir da lacase produzida por Trametes villosa e Coriolopsis rigida, uma

vez que tais compostos podem ter acao fungicida e bactericida.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, o isolado JUMADO53 de provavel género Trametes, um
basidiomiceto degradador de madeira, foi selecionado baseado em sua notavel
producao de lacase constitutiva (5,37 U/mL).

As condicbes oOtimas foram determinadas para producdo de lacase desse
isolado, a partir de um planejamento fatorial 33, levando-se em conta a concentracao
de extrato de levedura, concentracao de lignina Kraft e tempo de cultivo, a partir dos
substratos ABTS e DMP. Os resultados previram maximas atividades de lacase de
9,8 e 8,4 U/mL medidas a partir dos substratos ABTS e DMP, respectivamente.

A incubacdo do microrganismo nas condi¢cdes otimizadas para ABTS levou a
producdo de dois possiveis produtos da biodegradacdo da lignina Kraft: &cido
benzoico (Tr = 20,949 min) e Composto |, ndo identificado, (Tr = 14,060 min). Além
disso, foi notada reducéo na area do acido 2,6-dimetoxibenzoico (Tr = 13,268 min).

Com relacdo aos cromatogramas resultantes das condi¢cdes otimizadas para
DMP, foi observada a producédo do Composto Il (Tr = 10,822 min) e Composto llI
(26,443 min), sendo essas substancias possiveis produtos da biodegradacdo da
lignina Kraft. Também foi observada a reducdo nas éareas do &acido 2,6-
dimetoxibenzoico (Tr = 12,943 min) e do veratraldeido (Tr = 23,731 min).

Para a confirmacdo e identificacdo dos compostos, as amostras serao
submetidas a espectrometria de massas. A possibilidade de produgcdo do acido
benzoico, além de outras substancias, a partir da biodegradagéo da lignina Kraft
valida os objetivos deste trabalho e baseiam futuros experimentos para a valorizacéo

da lignina.
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Apéndice A: Mapa de localizacdo dos pontos de coleta dos isolados fungicos
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o Pontos de coleta | Bacia Hidrog. Rib. do Cafezal
] UEm — Rib. Taquara
[ Parque do Inga [ Bacia Hidrog. Rib. Taquara
[ Parque Florestal dos Pioneiros —— Rib. do Cambé
[ UEL I Lago Igap6
| Parque Daisaku lkeda [ Bacia Hidrog. Rib. do Cambé
[ Parque Est. Mata dos Godoy M Rio Tibagi
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