UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LUIZA REGNIER CHEMIM GUIMARAES LORENCI

PRODUCAO E PRE-PURIFICACAO DA ENZIMA LACASE E SUA
UTILIZACAO NA POLPACAO ENZIMATICA DOS RESIDUOS DA PALMA

CURITIBA
2016



LUIZA REGNIER CHEMIM GUIMARAES LORENCI

PRODUCAO E PRE-PURIFICACAO DA ENZIMA LACASE E SUA
UTILIZACAO NA POLPACAO ENZIMATICA DOS RESIDUOS DA PALMA

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
a obtencéo do titulo de Mestre em Engenharia
de Bioprocessos e Biotecnologia, no Programa
de PoOs-Graduagdo em Engenharia de
Bioprocessos e Biotecnologia, Setor de
Tecnologia, Universidade Federal do Parana.

Orientadora: Profa. Dra. Adenise Lorenci
Woiciechowski
Co-orientador: Prof. Dr. Carlos Ricardo Soccol

CURITIBA
2016



TERMO DE APROVAGAO

LUIZA REGNIER CHEMIM GUIMARAES LORENCI

“PRODUCAO, PURIFICACAO E APLICAGAO DA ENZIMA LACASE NO
PROCESSO DE POLPACAO ENZIMATICA DOS CACHOS VAZIOS DA
PALMA OLEAGINOSA"

Dissertacéo aprovada como requisito parcial para obtengéo do grau de Mestre
no Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia, Setor de Tecnologia, Universidade Federal do Parana, pela
seguinte banca examinadora:

1
g -
/'*%g-‘,
- s

Profa. Dra. AAdenise Lorenci Woiciechowski
Orientadora— Departamento de Eng® de Bioprocessos e Biotecnologia, UFPR

Fr‘ o Ul /ZJ f}f OO f . qugr VAR Q? A
Profa. Dra\Maria Giovana Binder Pagnoncelli
UTFPR

s

Profa. Dra. Susan Grace Karp
UP

i

R

Prof. Dr. Arion Zandena Filho
e L

Curitiba, 28 de Abril de 2016.



AGRADECIMENTOS
A minha querida orientadora, Profa. Dra. Adenise Lorenci Woiciechowski,
por todo o suporte, acompanhamento e orientagao.
Ao Curso de Po6s-Graduacdo em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia,
da Universidade Federal do Parana, na pessoa do seu coordenador Prof. Dr.

Carlos Ricardo Soccol, pela oportunidade de realizar este trabalho.

Aos Professores Dra. Susan Grace Karp e Dr. Arion Zandona Filho pelas

contribuicdes e sugestdes no trabalho.

Ao colega Jesus David Coral Medina, pela ajuda em diversos momentos da

pesquisa.

A minha familia pelo apoio recebido para conquistar este sonho, em especial

meu marido Gustavo Lorenci por toda a confianga e paciéncia.

A CAPES pelo suporte financeiro para realizar as pesquisas.



RESUMO

Este trabalho compreendeu estudar e definir as condigbes de cultivo que
otimizam a producdo da enzima lacase por Pleurotus sp., que é um fungo da
podriddo branca utilizado nos processos de biopolpacdo. O estudo envolveu
fermentacdes submersas com diferentes concentracdes de fonte de carbono e
nitrogénio e variacbes de pH. Testaram-se também diferentes indutores
enzimaticos como o sulfato de cobre, acido ferulico, folhas e galhos de pinheiro
moidos (PM) e cachos vazios da palma moidos (EFB). Com a escolha do
melhor indutor enzimatico definiu-se o tempo de fermentacéo para a producao
de lacase através de uma cinética. As analises enziméticas foram realizadas
através de absorbancia e o teor de acucar consumido no processo através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para a pré-purificacdo da
enzima produzida foram feitas diversas filtracGes, definindo assim a faixa de
massa molar em que se encontra a molécula da enzima. Apos a definicdo do
melhor meio de fermentacdo, utilizou-se esta enzima para aplicacdo no EFB
para a polpacdo enzimatica, com objetivo de degradacdo da lignina,
preservando a porcdo celulésica da fibra. Na fermentacdo realizada
inicialmente a producéo de lacase foi de 5,33 U/mL, e ap0s os processos de
otimizacao, escolha de indutores e cinética, a atividade enzimatica apresentou
valores elevados. Decidiu-se dar continuidade ao estudo utilizando o EFB como
indutor j& que o usodeste forneceu atividade enziméatica de 110,01U/mL. Com
este extrato enzimético de alta atividade aplicou-se a enzima no residuo
lignocelulésico da palma, o qual apresentou teores de lignina reduzidos
preservando a porcao celuldsica do material.

Palavras-chave: Lacase, Producdo enzimatica, Polpacdo enzimatica, Pinheiro,
Palma



ABSTRACT

This study involved there search and definition of the culture conditions that
optimized the production of the laccase enzyme by Pleurotus sp., which is a
white rot fungus used in biopulping process. The study involved submerged
fermentations with different source of carbon and nitrogen concentration and pH
variation. Also tested different enzyme inducers such as copper sulfate, ferulic
acid, milled leaves and branches of pine tree (PM) and milled palm empty
bunches (EFB). Whith the definition of the best enzymatic inducer was
determined the time of fermentation process by a kinetic. Enzymatic analyzes
and the sugar content consumed in the process were carried out by high-
performance liquid cromatography (HPLC). For the pre-purification of the
enzyme were realized several filtrations, thus defining the size of the enzyme
molecule. After the definition of the best fermentation broth, this enzyme was
used to apply in EFB for enzymatic pulping, in order to lignin degradation,
preserving the cellulosic portion of the fiber. In the initial fermentation, laccase
production was 5.33 U/mL, and after the process of optimization, choice of
inducer and kinetic, the enzymatic activity showed high levels. It was decided to
continue the study using the EFB as an inducer whereas that showed an
enzymatic activity of 110.01U/mL. With this high activity of the enzymatic
extract, the enzyme was applied in lignocellulosic waste palm, which reduced
the lignin and preserved the cellulosic material.

Keywords: Laccase, Enzymatic prodution, Enzymatic pulping, Pine, Palm.
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1 INTRODUCAO

A polpacdo é um processo de tratamento de materiais lignocelulésicos
desenvolvido para ser aplicado em escala industrial para a producédo de papel e
celulose. Atualmente, o processo mais empregado e difundido € a polpacéo
quimica que degrada a hemicelulose, amolece e solubiliza a lignina da
biomassa vegetal e recupera a pasta de celulose em condi¢cdes quimicas
agressivas e em temperaturas altas (MENDONCA et al., 2002). Dentre os
processos de polpacédo, a biopolpacdo e a polpagcdo enzimética estdo sendo
estudadas e propostas como alternativa que demandam menos energia e
utilizam condicbes muito menos severas, em comparagao a polpacao quimica
e mecanica (FERRAZ, 2007; FONSECA et al., 2014).

A polpacao enzimatica é um método direto de polpacéo, no qual aplica-
se a enzima ao material de interesse a ser tratado (MARTIN-SAMPEDRO et
al.,, 2012). Com esta aplicacdo direta reduz-se o tempo de polpacéo,
melhorando custos do processo (em comparacédo a biopolpacédo, na qual ocorre
a aplicacdo do fungo ao material, producdo da enzima “in situ” demandando
mais tempo para a degradacdo da lignina, pois necessita primeiramente que
haja o crescimento do microrganismo) (FERRAZ, 2007; FONSECA et al.,
2014).

Uma das enzimas mais utilizadas neste tipo de pré-tratamento é a
lacase, que tem capacidade de degradar a lignina e compostos com
similaridade estrutural com a lignina (ALVES, 2011). Os maiores produtores
destas enzimas sao os fungos da podriddo branca, os basidiomicetos, dentre
eles destaca-se o género Pleurotus (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013);
e também os da podriddo parda.

Os processos biotecnoldgicos envolvendo a aplicacdo de enzimas
necessitam que sejam obtidas enzimas com alta atividade para serem eficazes,
e normalmente as enzimas sdo produzidas em pequena quantidade. Diversos
indutores enzimaticos vém sendo estudados e utilizados para melhorar a
producdo da lacase. Estes indutores podem ser o substrato ou analogos do
substrato da enzima, no caso da lacase, compostos aromaticos sao utilizados
como indutores (ALVES, 2011).
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Uma forma de melhorar os custos na producdo enzimatica € a utilizacéo
de substratos naturais (como alguns residuos agricolas lignocelulésicos) como
indutores. Além da reducdo de custos e aumento na producdo, aumenta
também o valor agregado do produto com o aproveitamento de seus residuos
(ALVES, 2011).

E possivel que biomassas como as folhas e galhos de Araucaria, o qual
contém grupos fendlicos em sua composicdo (CORDENUNSI et al, 2004),
possuam potencial para a inducdo de producdo de lacases. Assim como
residuos lignoceluldsicos industriais como por exemplo a palma oleaginosa.

Além do seu possivel uso como indutor enzimatico, o residuo do
processamento da palma € um material lignocelulésico com alto potencial de
uso e produzido em grande quantidade no processo de obtencdo do Oleo de
palma. Este residuo pode passar por um processo de pré-tratamento (polpacao
enzimatica) reduzindo os teores de lignina e hemicelulose para melhorar a
acessibilidade e digestibilidade da celulose. Pode-se assim aproveitar a
celulose na industria papeleira (KIM et al.,, 2012) ou na sacarificacdo para a
producao de glicose para uso como substrato em processos biotecnolégicos.

Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo otimizar a
producdo enzimatica de lacase com o fungo Pleurotus sp., utilizando como
indutores substratos naturais. Também, aplicar estar enzima nos residuos
lignoceluldsicos da palma para realizar a biopolpacdo e preservar a celulose

para um futuro uso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LIGNINA

A lignina é o segundo material natural mais abundante depois da
celulose, é encontrada nos vegetais. E uma molécula biodegradavel,
tridimensional, altamente ramificada e néo cristalina (RAMIRES, 2010).

O papel da lignina nos vegetais é dar rigidez a parede celular,
impermeabilidade e resisténcia a atagues microbiol6gicos e mecéanicos aos
tecidos da planta. Devido a sua estrutura quimica é a mais resistente a
decomposicdo biolégica, se comparada com o0s outros biopolimeros
(CARVALHO et al., 2010). O teor de lignina nas espécies vegetais pode variar,
em madeiras coniferas seu valor fica em torno de 30%, j& em madeiras de

folhosas varia entre 15 e 24% (ALESSIO et al., 2008).

FIGURA 1 - MODELO ESTRUTURAL REPRESENTATIVO DA LIGNINA
FONTE: O AUTOR (2016)

Sua estrutura € composta por grupos aromaticos alifaticos, com anéis
fenilpropénicos substituidos, unidos por diferentes tipos de ligacdo, como

ligagcbes carbono-carbono ou éter, observadas na figura 1. As principais
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unidades que ocorrem na lignina sdo: guaiacila, siringila e para-hidroxifenila.
Cada espécie vegetal produz uma lignina rica em algum tipo destas unidades,
0 que faz com que a estrutura especifica da lignina varie (RAMIRES, 2010).

O Brasil produziu em 2014 13.977mil toneladas de celulose e 10.260 mil
toneladas de papel, € o quarto maior produtor mundial de celulose e 0 nono
maior produtor de papel. O pais cresceu em relacdo a producao de celulose e
papel do ano anterior, com um aumento de 7,1% na producdo de celulose e
5,4% em papel. Segundo os ultimos dados obtidos no setor com relacdo a
exportacdo, em 2011 o Brasil exportou US$ 2.8 milh6es (BRACELPA, 2014).

2.2 POLPACAO

2.2.1 Biopolpacao

A biopolpacdo é o pré-tratamento que promove a deslignificacdo de
materiais lignocelulésicos através de enzimas ligninoliticas produzidas in situ
(usualmente utilizando fungos) em um processo de fermentacdo em estado
sélido, no qual os fungos secretam um pool de exoenzimas para o meio soélido.
Estas enzimas atuam sobre o substrato solido degradando as ligacdes
guimicas da molécula de lignina, fazendo com que o material se desestabilize
(MENDONCA et al., 2002).

Este € um processo controlado e os fungos devem ser selecionados
devido as suas atividades enzimaticas. Devem apresentar uma atividade
elevada de lacases e peroxidases, e atividade de celulase baixa para preservar
a fracao celulésica e digerir apenas a lignina da célula vegetal. Neste processo
a lacase é uma das enzimas mais importantes (MENDONCA et al., 2002).

O processo de biopolpacéo foi inicialmente desenvolvido para ser
aplicado na industria de papel e celulose, na qual o principal desafio é a
remocao da lignina da biomassa vegetal e a recuperacao da pasta de celulose.

Varios estudos demonstram a relagcdo positiva entre os efeitos da
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biopolpacdo e a intensa despolimerizacdo da lignina (MENDONCA et al.,
2002), sendo a principal mudanca estrutural a quebra das ligacdes beta-4-O,
reduzindo a massa molar de lignina (GUERRA et al., 2003). Também pode ser
citado o aumento dos grupos terminais carboxilas da estrutura da madeira e a
esterificacdo do oxalato devido ao metabolismo dos fungos durante o processo
de biopolpacao (FERRAZ, 2007; FONSECA et al., 2014).

Em resumo, o objetivo da biopolpac¢éo € a producéo da pasta celuldsica
demandando menos energia através de um processo menos severo (em
comparacao a polpacdo quimica e mecanica convencionais), para promover a
desfibrilacdo do material, melhorando a resisténcia e a qualidade da fibra de
papel, e produzindo um melhor rendimento na recuperacdo de celulose
(FERRAZ, 2007; FONSECA et al., 2014).

2.2.2 Polpacao Enzimatica

A polpacdo enzimética € um método de pré-tratamento que envolve a
aplicacao direta das enzimas de interesse no material a ser tratado. Este tipo
de tratamento foi desenvolvido como uma alternativa aos pré-tratamentos
biolégicos, que utilizam a aplicacdo direta de fungos ao material a ser tratado o
que faz com que este processo seja mais lento devido ao tempo de
crescimento dos fungos e a dificuldade em manter o processo asséptico
durante um longo periodo (MARTIN-SAMPEDRO et al., 2012).

Além de substituir os pré-tratamentos com aplicagdo de fungos, a
polpacdo enzimética pode também ser uma boa alternativa para substituir os
catalisadores quimicos da polpacéo termoquimica tradicional, ja que promove a
digestdo em condicdes mais suaves. No caso das enzimas lacases, a
aplicacao direta € muito utilizada para a degradacao da lignina de materiais
lignoceluldsicos, sem necessidade de obter primeiramente o crescimento do
fungo, reduzindo o tempo de processo. O crescimento dos microrganismos
para a producdo das enzimas é realizado em reatores sob condi¢cdes
controladas e 6timas (HYEON et al., 2014).
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2.3 LACASES

As enzimas lacases sdo umas das poucas enzimas que vém sendo
estudadas desde o século XIX. Foram descritas pela primeira vez em 1883 por
Yoshida, que extraiu as enzimas de um exudato da arvore de Rhusvernicifera,
uma arvore de laca japonesa. Apenas 13 anos ap0s sua primeira descricao,
Bertrand e Laborde consideraram as lacases como enzimas produzidas por
fungos (VISWANATH et al., 2014).

As lacases pertencem ao grupo das oxidases azuis de cobre,
denominadas multicobre oxidases azuis, que catalisam a oxidacdo de fendis,
aminas aromaticas, e outros compostos aromaticos, fazendo a reducédo do
oxigénio molecular a agua. As lacases contém dois centros de cobre que séo
responsaveis por fazer a transferéncia de elétrons durante as reagfes redox
(FAN et al., 2014). Um dos centros € mononuclear e possui o cobre tipo 1 (T1),
ja o outro centro é tri-nuclear e possui um cobre do tipo 2 (T2) e dois do tipo 3
(T3), que podem ser melhor visualizados na figura 2 (HAKULINEN;
ROUVINEN, 2015).

O cobre T1 é responséavel pela coloracao azul das enzimas associado
com a banda de absorcdo em torno de 600nm (FAN et al., 2014) e perto dele
ocorrem as oxidacdes dos substratos. A partir destas oxidacfes ocorrem a
transferéncia de elétrons para o centro tri-nuclear, no qual ocorre a redugéo de
dioxigénio para moléculas de dgua (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015).

O cobre T2 atua na atividade catalitica e redox, em conjunto com trés
moléculas de histidinas. Ja o cobre T3 faz a ativacdo do O, para transporte e
oxigenacdo, também em conjunto com trés histidinas (MESSERSCHMIDT,
1990; GIL et al., 2009).

Estudos sugerem que lacases produzidas por espécies diferentes
possuem diferentes caracteristicas cataliticas, mesmo que este local catalitico
tenha sido conservado evolutivamente. A molécula pode apresentar
variabilidade tanto na sua estrutura protéica quanto nos glicidios (ALVES,
2011).
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FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO DE UMA LACASE DE Trametes hirsuta, MOSTRANDO OS
[ONS COBRE (POLYAKOV, N.D.; THE JMOL TEAM, 2007).
FONTE: O AUTOR

As propriedades da lacase como a massa molecular, pH, especificidade
de substrato, temperatura 6tima, entre outras, podem variar dependendo da
fonte, do procedimento de isolamento e purificacdo. A maioria das lacases
apresenta uma massa molecular entre 50 e 130kDa (ALVES, 2011).

A acdo das lacases e sua atividade sao induzidas por substratos que
apresentam ligacfes especificas e similaridade estrutural com a lignina, que é
um polimero polifendélico amorfo e ocorre naturalmente na natureza como
componente natural da célula vegetal. Além disso as lacases podem atuar
sobre diversos compostos quimicos, de estrutura semelhante a lignina, como
corantes (utilizados em processos industriais), pesticidas, herbicidas e produtos
agricolas, que precisam ser degradados antes de serem descartados para
preservar o meio ambiente (ALVES, 2011). Ou seja, estas enzimas possuem
ampla gama de aplicacBes em diferentes areas da biotecnologia, como na area
alimentar, téxtil, de papel, de corantes, tratamento de efluentes, na éarea

farmacéutica, em bioSsensores e imunoquimica (ARORA; SHARMA, 2010).
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2.3.1 Fontes das lacases

As lacases sdo encontradas em muitas espécies de plantas, insetos e
microrganismos; mas a maioria das lacases sao isoladas a partir de fungos
superiores (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

Nas fontes naturais as lacases sao relatadas em plantas e insetos; Karla
et al. (2013) relatam a presenca da lacase em plantas como a laca, sementes
de milho, manga, feijdo verde, péssego e pinho; ja Arora et al. (2010) relatam
em ameixa seca e sycamore. Karla et al. (2013) também relatam a ocorréncia
de lacases em insetos como Bombyx e Calliphora, e Arora et al.(2010)
encontraram em Drosophila, Lucilia, Manduca, Musca, Oryctes, Papilio,
Phormia, Rhodnius, Sarcophaga, Schistocerca e Tenebrio. Os valores de
atividades de lacase nestas fontes ndo foram relatados, mas em geral nas
fontes naturais as atividades sdo muito baixas (ARORA; SHARMA, 2010;
KALRA et al., 2013)

Em microrganismos, encontra-se esta enzima em bactérias e fungos. As
bactérias ndo sdo tdo estudadas e usadas quanto os fungos, mas a primeira
bactéria na qual se descobriu a presenca de lacase foi o Azospirillum lipoferum,
e estas enzimas foram relatadas em outras espécies como Bacillussubtilis,
Bordetella campestris, Escherichia coli e Pseudomonas syringae, segundo
Karla et al. (2013), e em Pseudomonas aeruginosa, Azospirillum lipoferum,
Caulobacter  crescentus, Mycobacterium tuberculosis, Yersiniapestis,
Stenotrophomas maltophilia, segundo Arora et al. (2010) (ARORA; SHARMA,
2010; KALRA et al., 2013).

Quanto aos fungos, os produtores mais comuns e eficientes sao 0s
fungos da decomposicdo da madeira, chamados de fungos da podridao branca
e da podriddo parda, durante seu metabolismo secundario (FARIA, 2010;
FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013). Os géneros Trametes e Pleurotus
sao os mais estudados (CABANA et al.,, 2007). A atividade de lacase foi
observada em diversas estirpes de fungos (tabela 1) e esta enzima foi

purificada a partir de muitas espécies.
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TABELA 1 - FUNGOS PRODUTORES DA ENZIMA LACASE E SEUS SUBSTRATOS

FUNGOS ATIVIDADE SUBSTRATO REFERENCIA
PRODUTORES DE LACASE
Coriolopsispolyzona 148 Ulg Glucose suplementada (CABANA et al.,
com extrato de levedura 2007)
3x10°nkat/L Farelo de cevada
Coriolopsisrigida 16000nkat/L Casca de castanha (GOMEZ et al.,
2005)
Caldo batata dextrose,
Grifola frondosa extrato de levedura, (NITHERANONT et
sulfato de cobre e 2,5- al., 2011)
xilidina
Lentinula edodes 22,2U/mL Casca de café (SILVA et al., 2012)
Phlebia rufa 2,59Um/L Trigo (ALVES, 2011)
Pleurotus florida 3,8U/mL Casca de café (SILVA et al., 2012)
Pleurotus ostreatus 56,0U/g Residuo de laranja (ALEXANDRINO et
al., 2007)
Pleurotus ostreatus 22,5U/mL Casca de café (SILVA et al., 2012)
Pleurotus 180U/mL Espiga de milho (TYCHANOWICZ et
pulmonarius al., 2004)
Pleurotus sajor-caju 16U/L Bagaco de cana (KAMIDA et al.,
2005)
Pleurotus sp. 3,52U/L Bagaco de cana (MENEZES et al.,
2009)
Pleurotus tailandia 1,63U/L Bagaco de cana (MENEZES et al.,
2009)
Trametes hirsuta 929,90nkat/L Polpa de coco (COUTO;

HERRERA, 2006)

Trametes versicolor

5500U/L

Meio MDT suplementado
com uma mistura fenolica
(Procion Orange MX-2R,
Remazol Red 3B,
Remazol Black GF)

(TAVARES, 2006)
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Os basidiomicetos sdo fungos da podriddo branca que sintetizam
enzimas exocelulares capazes de degradar a lignina, uma delas é a lacase,
outras sao a lignina peroxidase e manganés peroxidase (ELISASHVILI;
KACHLISHVILI, 2009). A lacase também aparece em fungos saprofiticos como
os ascomicetos (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

As maiores quantidades de lacases sédo produzidas na natureza por
fungos da podriddo branca, microrganismos que s&o principalmente
responsaveis pela decomposicdo da lignina. As lacases fangicas sé&o
secretadas para o meio pelo micélio (COUTO E HERRERA, 2006), em
multiplas isoformas, dependendo da espécie de fungo e das condi¢cdes
ambientais. Esta variedade de ocorréncia esta relacionada com a diversidade
das suas funcdes: degradacéo/sintese de lignina, desenvolvimento de corpos
de frutificacdo, producéo de pigmentos, desintoxicacéo de células (PISCITELLI;
VECCHIO, DEL; et al, 2011). A diversidade bioquimica das isoenzimas
lacases ocorre pela multiplicidade de genes de lacases e sua regulagdo da
expressdo pode ser substancialmente diferente entre espécies de fungos
(KOROLEVA et al., 2002).

A fermentacdo em estado solido € um modo operacional interessante
para a produgdo de lacases porque imita o ambiente natural do fungo da
podriddo branca, no entanto, bons resultados foram obtidos também em
fermentacdo submersa. Exemplos de microrganismos que foram encontrados
para produzir lacase com atividade elevada em fermentacdo submersa sao:
Trametes pubescens (740 U/L) (GALHAUP et al.,, 2002), Coriolus hirsutus
(83,83 U/L) (KOROLEVA et al., 2002), Trametes hirsuta (19,40 UI/L)
(RODRIGUEZ COUTO et al., 2006), Trametes versicolor (16 U/L) (FONT et al.,
2003), Pycnoporus cinnabarinus (10 U/L) (MEZA et al., 2007), Neurospora
crassa (10 U/L) (LUKE; BURTON, 2001) e Pleurotus ostreatus (3,50 U/L)
(LENZ; HOLKER, 2004).

Considerando a produtividade, alguns resultados relatados sao: 80 U/mL
apos 12 dias em cultura liquida de Pleurotus ostreatus sem indutores exdégenos
(LETTERA et al.,, 2011); 12,2 U/mL apdés 18 dias por Pleurotus ostreatus
(TLECUITL-BERISTAIN et al., 2008). Outros valores de produtividade de
lacases em fermentacdo em estado solido relatados na literatura sédo: 151,6
U/g de bagaco de cana apés 5 dias (KARP et al., 2012); 90 U/g de bagaco de
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cana produzido por Pycnoporus cinnabarinus apos 14 dias de fermentacdo em
estado solido em colunas, e atividades de 80 U/g apo6s 6 dias (MEZA et al.,
2005); 70 U/g de bagaco de cana, produzido por Pycnoporus cinnabarinus
apos 10 dias (MEZA et al., 2006).

2.4 GENERO Pleurotus

Os fungos do género Pleurotus pertencem a ordem Agaricales e a
familia Agaricaceae (BERNARDI; NASCIMENTO, 2011), sdo estudados no
mundo todo devido ao valor gastrondmico do seu corpo de frutificacao,
habilidade de colonizar e degradar uma vasta variedade de residuos
lignocelulésicos. Muito comuns nas florestas brasileiras, geralmente séo
encontrados em troncos de arvores debilitadas ou mortas (CAMPOS et al.,
2010).

De acordo com a espécie e incidéncia de luz durante a frutificacdo estes
fungos apresentam diversas coloragcdes como branco, azul claro, marrom e
rosa [46].Eles tém a vantagem de crescer em uma faixa de temperatura muito
grande, variando de 15 até 31°C (CAMPOS et al., 2010), e séo de facil cultivo,
por se desenvolverem em diversas matérias-primas (BALLAMINUT;
MATHEUS, 2007).

S&o conhecidos como fungos da podriddo branca da madeira, pela sua
capacidade de se desenvolver nos materiais que possuem celulose,
hemicelulose e lignina (FIGUEIRO; GRACIOLLI, 2011).Tém capacidade de
produzir diversas enzimas lignocelulésicas como a celulase, hemicelulase,
ligninase, celobiase e lacase; o que possibilita que estes fungos degradem uma
grande variedade de residuos lignocelulésicos (RAMPINELLI et al., 2010).
Normalmente se comportam como fungos seletivos, degradando primeiramente

a lignina, mantendo quase que intacta a porcao celulolitica do material.
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FIGURA 3 -Pleurotus sp. CEPA PL09 REPICADA EM AGAR PDA
FONTE: O AUTOR

Varios sdo os residuos industriais utilizados no cultivo destes fungos
como a palha de soja, palha de aveia, sabugo de milho, bagaco de cana-de-
acucar, palha de trigo, palha de arroz, polpa e casca de frutas, gramineas,
forragens, serragens, entre outros (BERNARDI; NASCIMENTO, 2011).

Além da aplicacédo lignolitica eles séo capazes de biodegradar diversos
poluentes toxicos e recalcitrantes, 0 que gera um grande interesse académico
e industrial (BALLAMINUT; MATHEUS, 2007).

2.5 FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO DE LACASE

A producéo e atividade das lacases sdo diretamente influenciados por
alguns parametros como o substrato a ser utilizado, a técnica de fermentacéo,
a agitacdo, a aeracdo, o tempo de cultivo, entre outros. A producdo desta
enzima esta ligada a uma regulacdo complexa de nutrientes que afetam
diretamente a expressao das lacases, que sao: fontes de carbono e nitrogénio,
suas respectivas concentracdes e a relacédo entre eles (relacdo C/N), também
os tipos de indutores utilizados e suas concentracdes (VALLE, 2012).
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Os fungos da podriddo branca podem produzir grandes quantidades da
enzima lacase se suas condicdes de cultivo e concentragdes do meio
estiverem adequadas. Para que isto aconteca, € necessario otimizar o meio de
cultivo. Na otimizacdo dos meios levam-se em conta diversos parametros como
a fonte e a concentracdo de carbono, e nitrogénio, fosfato, minerais,
concentracdo de oxigénio e dioxido de carbono, presenca/auséncia de
indutores, pH, temperatura, agitacdo, tempo de incubacéo, tipo de cultivo e
estirpe, manipulacéo genética (ALVES, 2011).

Os valores de pH e de temperatura sdo os mais estudados e observados
em trabalhos anteriores, e diversos autores chegaram a conclusdo que um pH
ideal para producéo desta enzima seria em torno de 4,0 a 6,0; e a temperatura
otima entre 25 e 30°C (ALVES, 2011).

2.6 SUBSTANCIAS INDUTORAS

As aplicacBes biotecnoldgicas necessitam de uma grande producdo da
enzima e de alta atividade enzimética, mas normalmente estas enzimas sdo
produzidas em pequenas quantidades; para isto vém sendo utilizados diversos
indutores para melhorar a producédo da lacase. Indutores enzimaticos podem
ser o substrato ou analogos do substrato da enzima, no caso da lacase,
compostos aromaticos sdo utilizados como indutores. Eles servem para
aumentar a producdo da enzima nos meios de cultura (ALVES, 2011).

Uma forma de reduzir custos no processo de producdo enzimatica é
utilizar como indutores substratos naturais como alguns residuos agricolas
lignocelulésicos. Além da reducédo de custos e aumento na producdo, aumenta
também o valor agregado do produto com o aproveitamento dos seus residuos
(ALVES, 2011). Ja foram relatados alguns indutores como: farelo e palha de
trigo, farelo de cevada, palha de aveia, palha de arroz, bagaco de cana, polpa e
licor de batata, sumo de tomate, casca de banana, casca de tangerina,
residuos de laranja e kiwis, aguas residuais de destilarias de vinho e residuos
da industria cervejeira (BERNARDI; NASCIMENTO, 2011).
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2.6.1 Pinheiro

A Araucaria angustifolia (Araucaria) é encontrada em altitudes que
variam de 500 a 1500 metros e desenvolve-se em regifes de clima temperado.
No Brasil, desenvolve-se desde a Mantiqueira ao Rio Grande do Sul, nos mais
variados solos (MERLIM, 2005), mas sua principal concentragdo ocorre nos
estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E conhecida como
pinheiro do Parand, pinheiro brasileiro, pinho, pinho do Parana, pinheiro ou
araucaria (MERLIM, 2005).

Como as lacases catalisam reacdes cujos substratos possuem
compostos fendlicos, € possivel que materiais como as folhas e galhos de
Araucaria moidos (PM), os quais contém grupos fendlicos em sua composi¢ao
(CORDENUNSI et al., 2004), possuam potencial para a inducao de producédo

de lacases.

2.6.2 Palma

A palma (Elaeis guineensis) € uma planta nativa da costa ocidental da
Africa trazida ao Brasil no século XVI. E conhecida no Brasil como dendezeiro
ou palma africana. Sua importancia deve-se tanto ao 6leo extraido de seus
frutos (conhecido como azeite de dendé) quanto a producdo de bioetanol
(RIBEIRO et al., 2010).

E uma cultura agricola dominante em muitos paises, e a Malasia e
Indonésia sdo os seus maiores produtores. Na América do Sul o Brasil é o
terceiro maior produtor, depois de Colémbia e Equador, produzindo 340
milhdes de toneladas, representando 0,58% da producdo mundial de 6leo de
palma (CORAL MEDINA et al., 2015).

As industrias de 6leo de palma na Indonésia e Malasia geram cerca de
55,73 milhdes de toneladas de residuos agricolas lignocelulésicos e sub-
produtos por ano. Um abundante sub-produto da industria de 6leo de palma € o

cacho vazio da fruta, que possui em sua composi¢cao em torno de 41,3 a 46,5%
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de celulose, 25,3 a 33,8% de hemicelulose e 27,6 a 32,5% de lignina (KIM et
al., 2012).

Estes cachos vazios sédo utilizados como fonte de calor e eletricidade em
incineracdo nas fabricas de oOleo de palma, causando poluicio ambiental
(CORAL MEDINA et al., 2015).

Este residuo € um material lignocelulosico com alto potencial de uso, em
processos biotecnoldgicos mas necessita de um processo de pré-tratamento
para melhorar a acessibilidade e digestibilidadede celulose, reduzindo teores
de lignina e hemicelulose. Os pré-tratamentos mais estudados atualmente séo
os tratamentos alcalinos o acidos, combinados com alta temperatura ou

presséo elevada (KIM et al., 2012).

2.6.3 Cobre

O cobre € um componente essencial para a lacase, e seu uso como
indutor aumenta a producao desta enzima em diversas espécies de fungos. O
efeito do indutor pode variar conforme os géneros dos fungos (ALVES, 2011).

Ele induz a transcricdo de lacase, aumentando sua atividade induzindo o
estresse oxidativo no cultivo (NETO, 2012). A utilizagdo do cobre como indutor
tem apresentado resultados satisfatorios, como relatado por lyer e Chattoo,
(2003), que obtiveram a atividade da lacase aumentada em oito vezes pela
adicao de 0,4 mmol/L de CuSO,4 (GARCIA, 2006).

2.6.4 Acido Ferulico

Sao muitos os compostos fendlicos utilizados para induzir a producgéo de
lacase, dentre eles o &cido ferdlico € relatado por ser eficaz em diversas
culturas (MANAVALAN et al., 2013). Algumas espécies de fungos nas quais o

acido ferulico é utilizado como indutor da lacase sdo: Volvariella volvacea,

Pleurotus radiata, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus
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cinnabarinus, Trametes versicolor, Pholiota mutabilis, Cladosporium
cladosporioidesi, entre outros (ALVES, 2011).

Em um estudo realizado por PISCITELLI et al. (2011) o acido ferulico e a
vanilina, utilizados como indutores de lacase, foram os maiores produtores da
enzima; neste estudo foram utilizados como indutores 15 diferentes compostos
fendlicos. Além de aumentar a producdo de lacase, também induziu a
expressdo de uma isoenzima da lacase que era indetectavel em condicdes
normais (PISCITELLI et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producdo da enzima lacase e realizar a biopolpacao
enzimatica no residuo industrial de palma através da aplicacdo da enzima

lacase produzida pelo microrganismo Pleurotus sp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Otimizar a producéo e a atividade da enzima lacase.

— Testar e selecionar o melhor indutor enzimatico.

— Estudar a cinética do processo.

— Otimizar o tempo de fermentacao para a producédo das lacases.

— Realizar a pré-purificagdo/concentracéo do extrato enzimatico.

— Realizar a biopolpacéo enzimatica nos residuos da palma.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Processos Biotecnologicos Il
(LPBIIl) do Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da
Universidade Federal do Parana. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

4.1 CULTIVO E INOCULACAO DO MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado durante todo o estudo foi o fungo Pleurotus
sp. (cepa PL09) fornecido pelo banco de culturas do Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do
Parand. A selecdo desta cepa foi feita baseada em estudos anteriores
realizados no Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos da Universidade
Federal do Paran& (dados ndo mostrados).

Para o cultivo do microrganismo PL0O9 utilizou-se o meio Batata Dextrose
Agar (BDA) previamente autoclavado a 120°C por 20 minutos. Os meios
inoculados foram incubados em estufa de circulacdo de ar com temperatura
controlada de 30°C por 15 dias (total colonizacdo do meio) e posteriormente
armazenamento em refrigeragéo a 4°C.

Para a inoculacdo no meio de fermentacdo, foram retirados do meio
sélido (armazenado em geladeira) oito discos de tamanho aproximado de 7mm
de diametro (tamanho padronizado para todos os experimentos). Estes discos
foram transferidos para os meios de fermentacdo sob condicbes assépticas.
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4.2 PREPARO DE INDUTORES

4.2.1 Pinheiro

Foram coletadas folhas e galhos de Araucaria na regido de Curitiba no
estado do Parana, os quais foram trazidos para o Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos 1l da Universidade Federal do Parana. O material foi seco em
estufa de circulacdo de ar com temperatura controlada de 45°C durante 72
horas. Ap0s a secagem realizou-se a moagem em moinho de facas e a

separacao por granulometria em conjunto de peneiras, originando trés fracoes:

- Fragéo fina com granulometria menor que 0,8 mm,
- Fracdo média com granulometria entre 0,8 e 2,0 mm,

- Fracdo grossa com granulometria maior que 2,0 mm.

A granulometria escolhida do pinheiro moido (PM) para ser utilizada nas

fermentacdes foi a fina (menor que 0,8 mm).

4.2.2 Palma

Neste estudo foram utilizados os cachos vazios da palma (Elaeis
guineensis), residuos industrias obtidos na Biopalma, industria extratora de
Oleo de palma localizada no municipio de Moju, no estado do Para (figura 4).

Os residuos foram trazidos para o Laboratério de Processos
Biotecnoldgicos Il da Universidade Federal do Parana, secados em estufa de
circulacdo de ar a 45°C durante 72 horas, moidos em moinho de facas e

separados em trés diferentes granulometrias:

- Fracgéao fina com granulometria menor que 0,8 mm,

- Fracdo média com granulometria entre 0,8 e 2,0 mm,



32

- Fracéo grossa com granulometria maior que 2,0 mm.

A fracdo utilizada da palma moida (EFB) como indutora no processo foi

a fracéo fina, e a utilizada no processo de biopolpacéo foi a fracdo média.

FIGURA 4 - CACHOS VAZIOS DA PALMA
FONTE: O AUTOR

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Lacase

A medicdo da atividade enzimatica da enzima lacase foi realizada
através do monitoramento da oxidacdo de 500uM de ABTS (2,2'-azino-bis- [3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]) (SIGMA) no comprimento de onda de 420
nm.

Foram misturados 100uL da solugédo enzimatica, 800uL de ABTS 100uM
e 100uL de solugcédo tampéo acido citrico/citrato de sodio (pH 4,0). Incubou-se
em banho-maria na temperatura de 50°C durante 20 minutos. Apds a
incubacgédo retirou-se 100pL da solugdo para realizar a leitura em microplaca
(figura 5) no leitor de microplaca, Biotek Powerwave Xs, esta leitura mediu a
oxidacdo do ABTS.
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FIGURA 5- ANALISE ENZIMATICA DA LACASE EM MICROPLACA
FONTE: O AUTOR

Realizou-se a conversao de absorbancia (abs) para atividade enzimatica
(U) segundo Niladevi et al.(2009), definindo uma unidade de atividade
enzimética (U) como 1uM de ABTS oxidado por minuto. Para o calculo da
atividade enzimética considerou-se o coeficiente de absorcdo molar (€)
equivalente a 3,6 x 10* M cm™, diametro de cada poco da microplaca de 6mm,

e volume no poc¢o de 100pL.

U/L = A Abs x10°=[U/L min] (1)
ExXRxt
A Abs = Absorbéancia
€ = Coeficiente de absor¢céo molar
R = Quantidade de solu¢do da amostra
t = Tempo de reac¢édo (minutos)
U/L = Unidade de Atividade/Litro
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4.4 FERMENTACAO SUBMERSA

O meio de Kirk's otimizado (soluc&o salina) utilizado em todo o processo
era composto por: KH,PO,4 (0,2 g/L), CaCl, (0,01 g/L), MgSO47 H,O (0,05 g/L),
MnSO,; (0,033 g/L), Fe(SO,)7 H,O (0,035 g/L), ZnSO,7H,0O (0,043 g/L),
CuSO47H,0 (0,08 g/L), NaMoO, (0,05 g/L), H3BO3 (0,01 g/L), KI (0,01 g/L).

As fermentacdes submersas realizadas com o fungo Pleurotus sp., cepa
PL0O9, ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250mL com 75mL de meio,
realizadas em triplicata; todos os meios fermentativos foram compostos de
quantidades variaveis de agua destilada e meio de Kirk's otimizado. Foram
adicionados como fonte de carbono a glicose e como fonte de nitrogénio o
sulfato de aménio. O pH de todos os meios foi ajustado para o valor a ser
testado. Todos os meios foram autoclavados na temperatura de 120°C por 15
minutos.

Apébs a autoclavagem, sob condigBes assépticas, foram adicionados oito
discos do in6culo e os frascos foram acondicionados em shaker agitado por 7

dias, com temperatura controlada de 30°C e agitacdo de 120 rpm.

4.5 OTIMIZACAO DO MEIO

4 5.1 Teste base

A primeira fermentacdo foi realizada nas para servir como base inicial

para os estudos e realizada nas seguintes condi¢des:

Meio de Kirks: 10%

Agua de diluigdo: 90%

Concentragao de glicose:10%
Concentracao de sulfato de aménio: 1%

pH ajustado para 3,0
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4.5.2 Planejamento fatorial para otimizacdo da composicdo do meio de

fermentacao

Realizou-se um planejamento experimental 2 com duplicata do ponto
central para determinar as melhores concentragcdes de glicose, meio de Kirk's,
sulfato de amonio, e valores de pH. A fermentacdo ocorreu em frascos
Erlenmeyer de 250mL com 75mL de meio.

Com base em estudos realizados anteriormente no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do
Parana, escolheu-se o indutor "folhas e galhos de pinheiro moido" (PM) para

estas fermentacdes.

TABELA 2 - COMPOSICAO E CONCENTRAGCOES DOS MEIOS DE FERMENTACAO
UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

AMosTRA| CGHICOSE [ KIRK'S SUI:FATO OE | Qb | oH
(g/L) (%) AMONIO (g/L)
1 5 5 0,5 15 5,0
2 15 5 0,5 5 3,0
3 5 15 0,5 5 5,0
4 15 15 0,5 15 3,0
5 5 5 1,5 15 3,0
6 15 5 1,5 5 5,0
7 5 15 1,5 5 3,0
8 15 15 1,5 15 5,0
9 10 10 1,0 10 4,0
10 10 10 1,0 10 4,0

As concentracdes dos componentes variaram de 5 a 15 g/L para glicose,
5 a 15% para meio de Kirk's, 0,5 a 1,5 g/L para sulfato de amoénio, 5 a 15g/L
para PM e 3,0 a 50 para o pH, como demonstrado na tabela 2. Neste
planejamento a atividade enzimatica foi realizada no 7° e 14° dias de

fermentacao.



36

Todos os meios foram autoclavados durante 20 minutos a 120°C e
posteriormente inoculados sob condi¢gbes assépticas. A quantidade do indculo,
as condicOes de temperatura e agitacdo foram mantidas as mesmas em todas

as fermentacdes.

4.6 ESCOLHA DOS INDUTORES

Com relacdo aos indutores testaram-se quatro alternativas: as folhas e
galhos de pinheiro moido (PM), &cido ferdulico, sulfato de cobre (CuSQO,) e os
cachos vazios da palma moidos (EFB). Os testes foram feitos utilizando um
planejamento experimental rotacional com 4 fatores e 3 pontos centrais.

Os experimentos ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250mL com
75mL de meio. Os meios foram compostos por 10g/L de glicose, 1,0 g/L de
sulfato de aménio e 10% de meio de Kirk's. O pH de todos os meios foi
ajustado para 4,0 e as concentracdes utilizadas dos indutores estdo descritas
na tabela 3.

Todos os meios foram autoclavados durante 20 minutos a 120°C e
posteriormente inoculados utilizando 8 discos de indculo (sob condicGes
assépticas).

O &cido ferulico foi o Unico indutor que néo foi adicionado no inicio da
fermentacdo, sendo adicionado apenas no quarto dia de fermentacdo. Isto
ocorre porque se for adicionado no comeco ele inibe o crescimento do fungo.

Os meios foram mantidos em shaker agitado com temperatura

controlada de 30°C e agitacéo de 120 rpm durante sete dias.
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TABELA 3 - CONCENTRAGAO DOS INDUTORES UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO
ROTACIONAL FATORIAL

AMOSTRA | PM (g/L) EFB (g/L) COBRE AC. FERULICO

(9/L) (9/L)
PR1 3 3 0,1 0,5
PR2 3 3 0,05 0,5
PR3 3 1 0,1 1
PR4 1 3 0,05 1
PR5 3 1 0,05 1
PR6 1 1 0,1 0,5
PR7 1 3 0,1 1
PRS8 1 1 0,05 0,5
PR9 0,32 2 0,075 0,75
PR10 3,68 2 0,075 0,75
PR11 2 0,32 0,075 0,75
PR12 2 3,68 0,075 0,75
PR13 2 2 0,033 0,75
PR14 2 2 0,12 0,75
PR15 2 2 0,075 0,33
PR16 2 2 0,075 1,17
PR17 2 2 0,075 0,75
PR18 2 2 0,075 0,75
PR19 2 2 0,075 0,75

4.7 CINETICA

O estudo cinético foi realizado para relacionar a atividade enzimatica e o

tempo de fermentacdo. Foram feitas medi¢des da atividade de lacase a cada

24 horas de fermentacao pelo periodo de 9 dias. O experimento foi realizado

em triplicata em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 150 mL de meio. O meio

foi composto por 10g/l de glicose, 1g/L de sulfato de aménio, 10g/L do indutor
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EFB e 10% de meio de Kirk's. O pH foi ajustado para 4,0, e o volume do meio
completado com 4gua destilada.

Nesta cinética, além do valor de atividade enzimética de lacase, foi
também avaliado o consumo de glicose. A amostra foi previamente
centrifugada em centrifuga de bancada Jouan (Al4) e o sobrenadante foi
analisado em cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC), equipado com
coluna Aminex HPX-87-H, instalada em forno mantido a 60°C quando em
operacdo, com fase mével solucdo 5 mM de H,SO,4 na vazédo de 6,0 mL/min e

detector de indice de refracéo (IR).

4.8 PRE PURIFICACAO/CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

Na etapa de pré-purificacdo realizaram-se diversas filtragBes
convencionais para purificar o extrato enzimatico e também utilizou-se uma
membrana de 100kDa para concentrar a enzima, aumentando a atividade

unitaria. Todos os processamentos realizados estdo relacionadas na tabela 4.

TABELA 4 - AMOSTRAS DO PROCESSO DE PRE-PURIFICACAO DA ENZIMA LACASE E
SEUS TIPOS DE PROCESSAMENTO

AMOSTRA TIPO DE PROCESSAMENTO

I Fermentado bruto, sem centrifugacéo

I Apo6s centrifugacao 5000 rpm por 15 minutos

I Apos filtragem a vdcuo membrana comum

1 Apos filtragem a vacuo membrana 80 mm
12 Apos filtragem a vacuo membrana 0,47mm
\A Retido na membrana 100 kDa
V, Filtrado da membrana 100 kDa

Para estes testes realizou-se uma fermentacdo com um volume maior de
meio, com 1L de meio e mantendo as demais condi¢cbes como otimizado nos

estudos anteriores. A fermentacéo foi realizada com concentracdes de glicose
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de 10g/L, 1g/L de sulfato de amoénio, 10g/L do indutor EFB e 10% de meio de
Kirk's. O pH foi ajustado para 4,0, e 0 volume do meio completado com agua
destilada. Este meio foi autoclavado durante 20 minutos com temperatura
controlada de 120°C e posteriormente inoculado sob condi¢cdes assépticas com
a quantidade de in6culo adequada ao aumento do meio.

Apés sete dias de fermentacdo, o fermentado foi centrifugado em
centrifuga refrigerada (Himac CR21E) a 5.000rpm, temperatura de 23°C
durante 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e filtrado em membrana
comum no filtro a vacuo. ApoOs esta primeira filtragem realizou-se uma nova
filtragem, também em filtro a vacuo, mas com uma membrana de porosidade
menor (80mm). Novamente foi realizada outra filtracdo a vacuo, com
membrana de 47mm.

ApoOs todas estas filtragens em filtro a vacuo realizou-se uma
ultrafiltracdo utilizando filtros Amicon Ultra de 100kDa (figura 6). No filtro foi
adicionada a quantidade de amostra conforme indicado pelo fornecedor (12mL)
e a mesma foi centrifugada em centrifuga de bancada Excelsa Il (206 BL)
durante 30 minutos com rotacdo de 3900 rpm. O retido ha membrana foi re-
suspendido com 10mL de tampé&o citrato de sédio-acido citrico pH 4,0.

Em todos os filtrados obtidos nestas etapas do processo fez-se a

quantificacdo enzimética da enzima lacase.

FIGURA 6 - FILTRO AMICON ULTRA DE 100kDa
FONTE: O AUTOR
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4.9 POLPACAO ENZIMATICA

Para a polpacao enzimatica, realizada em triplicata, acondicionou-se em
frascos Erlenmeyer de 125 mL 0,59 de EFB e 15 mL de solucdo. Esta solucao
foi composta por 1mL de extrato enzimatico (atividade de 100,22 U/mL) e 14mL
de tampao citrato de sddio/acido citrico pH 4,0. Os Erlenmeyers permaneceram
em shaker agitado com agitacdo de 120rpm e temperatura controlada de 30°C,
as amostras foram retiradas a cada dois dias e filtradas em papel filtro comum
a vacuo. A fibra que permaneceu no retido do papel filtro foi seca em estufa de
circulacdo de ar com temperatura controlada de 80°C durante 48horas. O

filtrado foi armazenado em geladeira comum para posterior analise.

4.9.1 Analise do substrato lignocelulésico

Para avaliar as mudancas da fibra durante todo o processo de polpacao
enzimatica fez-se a andlise da composicao das fibras com a quantificacdo de
lignina, celulose e hemicelulose. Para estas analises utilizou-se como base o
protocolo definido pelo National Renewable Energy Laboratory (NREL), por
SLUITER et al. (2011).

Foram misturados 0,3 g da fibra seca com 3,0 mL de acido sulftrico
72%, permanecendo em banho-maria a 30°C durante 60minutos (agitou-se
com bastdo de vidro a solugcdo a cada 15 minutos). Ap6s o banho-maria
adicionou-se 84 mL de &gua destilada e as amostras foram colocadas em
autoclave durante 60 minutos a temperatura de 120°C. As amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e filtradas em membrana comum no filtro a
Vacuo.

A amostra retida no papel filtro foi seca em papel filtro (previamente
pesado) em estufa de circulacdo de ar com temperatura controlada de 100°C
durante 24 horas. Pesou-se o papel filtro e a biomassa seca foi pesada e
colocada em cadinhos previamente pesados, estes colocados na mufla a

575°C durante 6 horas. ApOs isto pesou-se novamente os cadinhos para
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determinar o teor de cinzas da amostra. Com o teor de cinzas fez-se o calculo
para determinar a lignina solavel.

Para a dosagem da celulose e hemicelulose analisou-se o filtrado em
HPLC equipado com coluna Aminex HPX-87-H, instalada em forno mantido a
60°C quando em operacao, com fase moével solucdo 5 mM de H,SO,4 na vazéo
de 6,0 mL/min e detector de indice de refracdo (IR). Foram dosados os
acucares: glicose, xilose e arabinose.

J4 para dosar a lignina solavel, presente no filtrado, utilizou-se

espectrofotometro de UV visivel com comprimento de onda de 280nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE BASE

Na primeira fermentagéo submersa realizada para a produgéo da enzima
lacase as quantificacbes de atividades enzimaticas foram realizadas apés 7
dias de fermentacdo. Como observado na tabela 5, os valores de atividade de
lacase encontrados nas trés amostras (experimento realizado em triplicata)
para a fermentacdo submersa foram muito préximos, com uma média de

atividade enzimatica de 5,32 U/mL.

TABELA 5- ATIVIDADE DA LACASE PARA FERMENTACAO SUBMERSA UTILIZANDO A
CEPA PLO9

AMOSTRA ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
3A' 5,10
3A" 5,97
3A™ 4,90

A literatura relata valores para a producao de lacase por Pleurotus sp..
Para Pleurotus florida Silva et al. (2012) encontraram atividade de 3,8U/mL e
de 22,5U/mL para Pleurotus ostreatus, Menezes et al. (2009) encontraram
valores de 3,52U/L e 1,63U/L utilizando Pleurotus sp. e Pleurotus tailandia, e
Kamida et al. (2005) produziram 16UI/L com Pleurotus sajor-caju. Ja
Tychanowicz et al., (2004) encontraram valores mais altos de lacase utilizando
Pleurotus pulmonarius, de 180U/mL.

Se compararmos os valores encontrados nas literaturas acima citadas
com os valores encontrados nesta fermentacdao pode-se dizer que a atividade
de 5,3245U/mL é satisfatoria, tendo em vista que h4 uma grande variacdo de
atividade enzimatica conforme a espécie utilizada. Entretanto, o valor de
atividade ainda é baixo para uso industrial, sendo necessario otimizar o

processo para aumentar a atividade enziméatica.
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5.2 OTIMIZACAO DO MEIO

Com o intuito de aumentar a producao enzimatica de lacase realizou-se
a otimizacdo do meio de fermentacdo através de um planejamento
experimental 2% com repeticdo no ponto central. As atividades enzimaticas
encontradas, em todas as amostras do planejamento, para 7 e 14 dias de
fermentacdo estdo apresentadas na tabela 6, e as condi¢cdes experimentais

testadas estdo mostradas na tabela 2.

TABELA 6 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA ENZIMA LACASE, EM U/mL PARA 7 E 14 DIAS DE
FERMENTACAO SUBMERSA

ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
AMOSTRA

7 DIAS 14 DIAS
1 66,44 74,90
2 54,96 74,56
3 85,10 95,84
4 3,15 3,89
5 3,66 3,75
6 90,87 91,77
7 55,47 115,97
8 77,78 110,49
9 82,01 113,65
10 81,55 111,74

Observando a média geral dos valores obtidos para as atividades
enzimaticas neste planejamento experimental visualiza-se um aumento
consideravel em comparacdo a fermentacdo realizada inicialmente (teste
base), sem o indutor PM.

Para 7 dias de fermentacao o tratamento 6 foi 0 que apresentou o maior
valor de atividade (90U/mL). O tratamento 3 e 0s 2 pontos centrais
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(tratamentos 9 e 10) também apresentaram valores altos de atividade, muito
proximos entre si; de 85,10 U/mL, 82,01 U/mL e 81,55 U/mL, respectivamente.
Em 14 dias de fermentacédo todas as amostras obtiveram seus valores
de atividade enzimatica aumentados. O tratamento 6, que possuiu a melhor
atividade enzimatica em 7 dias, ndo apresentou grande melhora na atividade
no 14° dia de fermentacdo, aumentando apenas 0,98% sua atividade. Ja as
amostras dos pontos centrais apresentaram os melhores resultados para 14
dias, com média de atividade enzimatica de 112,70 U/mL. Pode-se dizer que
ocorreu um aumento consideravel nesta atividade, ja que a amostra 9
apresentou um aumento de 38,58% e a amostra 10 de 37,01%. Estes
aumentos podem ser melhor visualizados na figura 7, a qual mostra as
atividades enziméticas de todos os tratamentos nos 7° e 14° dias de

fermentacao.

Atividade de lacase em
7 e 14 dias de fermentacao
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FIGURA 7 - ATIVIDADE DE LACASE NO 7° E 14° DIAS DE FERMENTACAO PARA AS 10
AMOSTRAS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
FONTE: O AUTOR

Os tratamentos 4 e 5 foram 0s que apresentaram os piores resultados
em ambas as andlises, com valores de atividade menores do que o0s

encontrados na primeira fermentacéo (sem o indutor).
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Com base na analise das atividades enzimaticas decidiu-se entdo
permanecer com as concentragdes de glicose, Kirk's, sulfato de amoénio, PM e
pH determinados para os pontos centrais (10g/L para glicose, Kirk's e PM,
1,0g/L de sulfato de aménio e pH 4,0), ja que estes apresentaram os melhores

resultados na producao enzimatica.

5.3 ESCOLHA DOS INDUTORES

Apés a otimizagdo do meio, com a definicho das melhores
concentracOes de glicose, sulfato de amoénio, meio de Kirk's e valores de pH,
foram realizados os experimentos para a avaliacdo de possiveis indutores que
incrementassem a atividade de lacase no extrato enzimatico.

Ocorreu uma grande variacdo na atividade enzimética neste estudo. Os
dados das atividades enzimaticas para melhor comparacdo entre 0s
tratamentos estdo mostrados na figura 8.

Planejamento experimental rotacional
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FIGURA 8 - GRAFICO RELACIONANDO A ATIVIDADE ENZIMATICA DA LACASE NAS
DIFERENTES AMOSTRAS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ROTACIONAL
FONTE: O AUTOR
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Na tabela 7 sdo apresentados todos os valores das atividades

enzimaticas encontrados para as amostras do planejamento, e suas

respectivas concentracdes utilizadas dos possiveis indutores conforme a tabela

3. O menor valor encontrado para a atividade de lacase foi de 7,27 U/mL na

amostra PR6 e o maior valor obtido foi para a amostra PR13, com 71,30 U/mL.

As demais amostras apresentaram valores bem distintos, variando de 8,38U/ml
a 55,38 U/mL.

TABELA 7 - CONCENTRAGAO DOS INDUTORES UTILIZADOS NO PLANEJAMENTO
ROTACIONAL FATORIAL E ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

ACIDO ATIVIDADE
AMOSTRA | PM (g/L) | EFB (g/L) C(:/SL())“ FERULICO | DE LACASE

(g/L) (U/mL)
PR1 3,0 3,0 0,1 0,5 13,01
PR2 3,0 3,0 0,05 0,5 39,26
PR3 3,0 1,0 0,1 1,0 7,77
PR4 1,0 3,0 0,05 1,0 15,33
PR5 3,0 1,0 0,05 1,0 12,05
PR6 1,0 1,0 0,1 0,5 7,27
PR7 1,0 3,0 0,1 1,0 18,01
PRS 1,0 1,0 0,05 0,5 29,68
PR9 0,32 2,0 0,075 0,75 8,38
PR10 3,68 2,0 0,075 0,75 41,86
PR11 2,0 0,32 0,075 0,75 8,52
PR12 2,0 3,68 0,075 0,75 18,06
PR13 2,0 2,0 0,033 0,75 71,30
PR14 2,0 2,0 0,12 0,75 36,44
PR15 2,0 2,0 0,075 0,33 25,10
PR16 2,0 2,0 0,075 1,17 17,04
PR17 2,0 2,0 0,075 0,75 55,38
PR18 2,0 2,0 0,075 0,75 37,32
PR19 2,0 2,0 0,075 0,75 30,00
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Analisando o grafico de superficie de resposta representado pela figura
9, ocorre um aumento da atividade enziméatica em fungdo das variaveis
experimentais testadas, acido ferulico e PM; podendo observar que este
aumento na atividade enzimatica acontece para ambos os indutores. O indutor
PM apresentou efeito positivo quando utilizadas concentracdes mais elevadas
e o0 acido ferulico com concentragdes intermediarias.

Fitted Surface; Variable: Ativ. Enz. (U/mL)
4 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=115,5135
DV: Ativ. Enz. (U/mL)

Iy TR THE

40
20
o

= 20
B 40

FIGURA 9 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA RELACIONANDO OS INDUTORES
PM E ACIDO FERULICO COM A ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE
FONTE: O AUTOR

No segundo grafico de superficie de resposta, figura 10, que relaciona a
atividade enzimética com os indutores PM e EFB, visualiza-se também um
aumento da atividade na presenca dos indutores, também demonstrando sua
eficiéncia neste processo. Ambos os indutores se comportaram de maneira
similar neste gréafico de superficie de resposta.

JA quando s&o comparados o0s indutores cobre e EFB, o
comportamento do grafico muda, figura 11. O cobre como possivel indutor se
comportou de maneira negativa nas concentracdes testadas, ja& que néao
apresentou aumento na atividade enzimatica com relacdo ao seu uso, sendo

descartada sua possibilidade de utilizagdo como possivel indutor no processo.
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4 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=115,5135
DV: Ativ. Enz. (U/mL)

A4
LU
S
AR e
XXX
S

Gty R N
k-

=
Y B 40
I 20
o= e, Jo
< [ 20

I -40

FIGURA 10 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA RELACIONANDO OS INDUTORES
PM E PALMA COM A ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE
FONTE: O AUTOR

Fitted Surface; Variable: Ativ. Enz. (U/mL)
4 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=115,5135
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FIGURA 11 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA RELACIONANDO OS INDUTORES

PALMA E COBRE COM A ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE
FONTE: O AUTOR

Ja quando se relacionam os indutores acido ferulico e palma com a

atividade enzimatica, figura 12, observa-se que ha um aumento na resposta,

em relacdo ao PM ou o cobre. O aumento na concentragdo enzimatica ocorre

48
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para valores baixos e intermediarios de ambos os indutores, o que € 6timo para

0O processo ja que ndo seriam necessdrias grandes concentragbes destes
indutores, reduzindo custos no processo.

Fitted Surface; Variable: Ativ. Enz. (U/mL)
4 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=115,5135
DV: Ativ. Enz. (U/imL)
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FIGURA 12 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA RELACIONANDO OS INDUTORES

PALMA E ACIDO FERULICO COM A ATIVIDADE ENZIMATICA DA LACASE
FONTE: O AUTOR

Verificou-se entdo que os indutores que apresentaram efeito significativo
para este processo sdo o acido ferulico e a palma. O gréfico de Pareto
apresentado na figura 13, mostra o grau de significancia destes indutores no
processo.

Neste grafico observa-se que a presenca da palma moida (EFB) é a
variavel de efeito mais significativo para este processo, com significaAncia maior
do que o acido ferulico. J& o cobre e o PM apresentaram influéncia menor na
variavel resposta (ao nivel de significancia de 95%), o que realmente confirmou

gue nao seriam os indutores mais importantes para este processo.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Ativ. Enz. (U/mL)
4 factors, 1 Blocks, 19 Runs; MS Residual=115,5135
DV: Ativ. Enz. (U/mL)
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FIGURA 13 - GRAFICO DE PARETO COM AS VARIAVEIS PALMA, ACIDO FERULICO,
SULFATO DE COBRE E PM
FONTE: O AUTOR

Com base no planejamento experimental realizado e todas as
comparacdes dos diferentes indutores testados e suas significancias para o
processo, decidiu-se que o melhor indutor para aumentar a atividade da enzima
lacase é a palma moida (EFB). Definindo assim que a palma permanecera

como indutor nas préximas etapas do estudo.

5.4 CINETICA

Para acompanhar como € o comportamento do aumento da atividade da
lacase durante todo o processo de fermentacdo realizou-se uma cinética de
producdo enzimatica, avaliando-se a cada 24horas a atividade de lacase. Foi
possivel assim, determinar o pico de atividade da enzima e também como
ocorre o consumo de acUcar durante toda a fermentacdo. Todos os valores

obtidos nos 9 dias de fermentacéo estdo apresentados na tabela 8.
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TABELA 8 - ATIVIDADE ENZIMATICA E CONSUMO DE GLICOSE DURANTE 9
DIAS DE FERMENTACAO

DIAS ATIVIDADE ENZIMATICA | CONCENTRAGAO DE GLICOSE

(U/mL) (9/L)
1 5,81 9,89
2 34,49 10,49
3 31,60 7,58
4 66,72 8,61
5 98,31 9,06
6 102,53 8,57
7 110,01 7,61
8 111,70 7,30
9 102,44 7,47

Para a atividade enzimética, verifica-se que ocorre um aumento
significativo do primeiro para o segundo dia de fermentacéo (de 5,81 U/mL para
34,49 U/mL), mantendo-se em elevacdo até o oitavo dia de fermentagéo
(111,70 U/mL). No nono dia de fermentagdo ocorre uma queda da atividade,
justificando finalizar a fermentacéao, ja que o interesse nesta etapa do processo
€ encontrar o pico de atividade.

Do sétimo para o oitavo dia de fermentacdo o aumento de atividade ndo
€ significativo, definindo-se sete dias o tempo ideal para o processo
fermentativo, obtendo assim uma atividade alta e um tempo ndo muito longo
para que ocorra 0 processo.

Com relacdo ao consumo de glicose, observa-se que o microrganismo
nao a utiliza muito para se desenvolver e produzir a lacase, figura 14;
permanecendo com valor de 7,47g/L no final do processo. Isto € uma vantagem
para a producdo enzimatica ja que diminui os custos de reagentes. Sendo
assim sugere-se gque nos proximos estudos seja feita uma otimizacdo desta

concentracdo de acucar para definir um menor e melhor valor a ser utilizado.
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Atividade enzimatica e consumo de glicose durante 9 dias
de fermentacgao
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FIGURA 14 - GRAFICO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E CONSUMO DE GLICOSE DURANTE
9 DIAS DE FERMENTACAO
FONTE: O AUTOR

5.5 PRE PURIFICACAO

A etapa de pré-purificacdo foi realizada para determinar a faixa de peso
molecular da enzima de interesse a ser recuperada. Realizaram-se diversas
filtracdes sequenciais para purificar e concentrar a enzima. Utilizou-se uma
membrana de 100kDa para determinar a faixa de peso molecular da enzima,
concluindo-se que esta possui tamanho maior que 100kDa, jA que sua maior

concentracdo permaneceu no retido da membrana.
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FIGURA 15 - ATIVIDADE ENZIMATICA DA LACASE NAS DIFERENTES AMOSTRAS DA
PRE-PURIFICACAO
FONTE: O AUTOR

Na tabela 9 estéo relacionadas todas as amostras e o0s tipos de filtrados
obtidos nesta etapa com as respectivas atividades enzimaticas. A atividade
inicial do fermentado bruto foi de 106,26 U/mL e conseguiu-se concentrar
utilizando a membrana de 100kDa, chegando-se ao valor de 1286,35 U/mL.

Estes valores estdo mostrados no grafico da figura 15, e na tabela 9.

TABELA 9 - RELACAO DOS DIFERENTES FILTRADOS E SUAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

ATIVIDADE ENZIMATICA
AMOSTRA TIPO DE PROCESSAMENTO
(U/mL)
I Fermentado bruto, sem centrifugacéo 106,26
Il Apos centrifugacdo 5000rpm 92,83
Apos filtragem a vacuo membrana
1] 102,13
comum
Apos filtragem a vdcuo membrana
i 103,72
80mm
Apos filtragem a vacuo membrana
2 99,59
0,47mm
\A Retido na membrana 100kDa 1286,35
V, Centrifugado na membrana 100kDa 70,55
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5.6 POLPACAO ENZIMATICA

Com base nos resultados obtidos nas etapas anteriores do estudo,
realizou-se a aplicacdo da enzima lacase produzida e otimizada no residuo da
palma moido (EFB) para avaliar o processo de Polpagcdo Enzimatica. Na tabela
10 estdo apresentados os valores de lignina, celulose e hemicelulose presentes

nas fibras analisadas em todas as amostras.

TABELA 10 - TEOR DE LIGNINA, CELULOSE E HEMICELULOSE DURANTE A POLPACAO
ENZIMATICA

TEMPO | CELULOSE | HEMICELULOSE LIGNINA
AMOSTRA
(d) (%) (%) (%)
Pol/0 0 35,46 20,35 27,16
Pol/2 2 43,50 22,92 21,62
Pol/4 4 45,12 25,68 16,08
Pol/6 6 46,13 25,14 15,69
Pol/8 8 46,29 24,98 13,78

Pode-se observar na tabela 10 que o teor de lignina presente na fibra
diminui com a polpacédo enzimatica. O valor de lignina na fibra bruta antes do
processo de polpacdo enzimatica era de 27,16%, e apds 8 dias de polpacéo
apresentou valor de 13,78%, mostrando assim que 0 extrato enzimatico
aplicado na fibra foi efetivo, degradando parte da lignina.

Outro dado interessante observado nesta mesma tabela é o valor de
celulose presente na fibra. A celulose foi preservada durante os 8 dias, o que é
importante para o processo de polpacao, ja que seu uso é de grande interesse

econdmico.
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6. CONCLUSAO

Com os estudos de otimizacdo da producdo da enzima lacase
conseguiu-se determinar as melhores concentracbes dos reagentes para
compor o meio (fonte de carbono, fonte de nitrogénio e pH) para a cepa PL0Q9,
para se obter uma boa atividade enzimatica no caldo fermentado.

Esta producdo enzimatica foi melhorada com a escolha do indutor.
Definiu-se que os residuos da Palma (cachos vazios moidos - EFB), podem ser
utilizados como indutor neste processo e podem ser considerados eficientes
indutores para aumentar a atividade de lacase. Além de induzir a melhor
atividade enzimatica (110,01 U/mL) entre os indutores testados seu uso é
vantajoso economicamente por ser um residuo, aumentando também o valor
agregado do produto inicial (6leo da palma).

Concluiu-se que o melhor tempo para o processo de producédo de lacase
com o indutor EFB neste estudo foi de 7 dias, um tempo relativamente curto
para producao de enzimas.

O extrato otimizado produzido pelo fungo Pleurotus sp contendo a
enzima lacase pode ser utilizado efetivamente no processo de polpacéo
enzimatica de residuos lignoceluldsicos, reduzindo os teores de lignina do

material e preservando a celulose.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

— Estudar a producéo de extratos enzimaticos de outros géneros de fungos da
podrid&éo branca ou parda.

— Obter e testar no processo de polpacdo enzimatica extratos enzimaticos de
outros tipos de fungos.

— Otimizar as condicdes fisico-quimicas do processo de polpacdo enzimatica,
testando pHs, temperaturas e outras relacdes enzima/substrato.

— Avaliar as qualidades da fibra obtida no processo de polpacdo enzimatica
para uso como polpa de celulose, comparando com outros processos de
polpacéao.

— Avaliar o aumento da digestibilidade da fibra de celulose obtida no processo
de polpacédo enzimatica, comparando com outros processos de polpacéo.

— Fazer estudos de purificacdo dos extratos enzimaticos produzidos, utilizando
FPLC.
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