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SACCHETTO, Joao Paulo. Otimizacdo da producdo de lacase por
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em 6&leo de soja como uUnica fonte de
carbono. 2008. 127 f. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Lacases (EC 1.10.3.2) sao oxidases multicupricas que catalizam reacgbes de
oxidagdo de compostos fendlicos e ndo-fendlicos com a concomitante redugéo do
oxigénio a agua. Estas enzimas estdo envolvidas na patogenicidade e morfogénese
de diversos organismos incluindo-se fungos ligninoliticos. As lacases fungicas tem
sido estudadas e aplicadas em varios processos biotecnoldgicos tais como no
tratamento de efluentes industriais, no processamento de sucos, vinhos e cerveja, e
também no branqueamento de polpa e papel. O fungo ascomiceto Botryosphaeria
rhodina MAMB-05 foi isolado de cancro de eucalipto e selecionado previamente
como ligninolitico e produtor constitutivo de lacases. No presente trabalho foi
avaliada a influéncia da adigao de fontes de nitrogénio inorganicas (NH4Cl, NaNOs,
(NH4)2SO4, NH4NO3), organicas (extrato de levedura, uréia, peptona, milhocina), de
fosfato inorganico (KH,PO4, Na;HPO., NaH,PO,;, K;HPO.) e de diferentes
concentragdes de ions cobre 0, 12,5, 25, 50 e 100 pg mL'1, na producao de lacase
pelo fungo, utilizando-se 6leo de soja como unica fonte de carbono. O NaNO; e
KH,PO, foram as fontes de nitrogénio e fosfato selecionadas, respectivamente. Um
planejamento fatorial composto central 2% foi desenvolvido para determinar as
concentragdes destas respectivas fontes de nitrogénio e fostato e de ions cobre para
otimizar a produgao da enzima. A analise por metodologia de superficie de resposta
demonstrou que a maxima producdo de lacase (3,07 + 0,04 U mg™) foi obtida na
presenca de NaNOs (100 g L"), KH.PO4 (125 g L) e 50 pg mL™ de CuSO4.5H,0.
Nos experimentos de validacdo do método em laboratério a produgao de lacase
obtida por B. rhodina MAMB-05 foi 2,95 + 0,1U mg™ nas condicdes otimizadas acima
descritas. Cultivos nas condigdes otimizadas foram desenvolvidos em biorreatores
de bancada, nos quais foram obtidos titulos mais elevados de lacase (19 + 2,82 U
mg™') em 24 horas de cultivo, e de lipase (0,56 + 0,007 U mg™) em 72 horas.

Palavras-chave: Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Lacase. Oleo de soja.
Metodologia de superficie de resposta. Lipase.



SACCHETTO, Joado Paulo. Optimization of laccase production by
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 on soybean oil as sole carbon source. 2008.
127 f. Dissertation (Master's degree in Biotecnology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Laccases (EC 1.10.3.2) are polyphenol oxidases that catalyse oxidation reactions of
reducing substrates like phenolic and non-phenolic compounds with the concomitant
reduction of oxygen to water. These enzymes are thought to be involved in the
pathogenicity of various microorganisms including ligninolytic fungi. Fungal laccases
have been studied and applied in several biotechnological processes such as in the
treatment of industrial wastewater; processing of fruit juices, wine and beer; and for
biobleaching and pitch control in the pulp and paper industry. The ascomyceteous
fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05, isolated from a stem canker on an
eucalypt tree, is a ligninolytic fungus and a constitutive producer of laccase. In this
work we examined the influence of inorganic (NH4Cl, NaNOs3, (NH4)>SO4, NH4sNO3)
and organic (yeast extract, urea, peptone, corn steep liquor) nitrogen sources,
phosphate (KH,PO4, Na;HPO4, NaH,PO4, KoHPO4) and different concentrations of
copper (0, 12.5, 25, 50 and 100 ug mL™") on the production of laccase by B. rhodina
MAMB-05 using soybean oil as sole carbon source. NaNO3; and KH,PO4 were the
nitrogen and phosphate sources selected, respectively. A 2%-factorial central-
composite experimental design was conducted to determine the best concentration of
the nitrogen and phosphate sources, and copper concentration to optimize the
laccase production. Analysis by response surface methodology showed that the
maximum predicted laccase production (3.07 + 0.04 U mg™) was in the presence of
NaNOs, (100 g L), KH,PO, (125 g L") and 50 ug mL™ of CuS04.5H,0. The laccase
titre obtained with the validation experiments in laboratory was 2.95 + 0.1 U mg™.
Cultures were developed in bioreactors using the optimized conditions, and
presented much higher laccase titres; 19 + 2.82 U mg™ in 24 h. The higher lipase
titres (0,56 + 0,007 U mg™") in 72 hours.

Keywords: Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Laccase. Soybean oil. Response
surface methodology. Lipase.



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 —
Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 —

Tabela 13 -

Apéndice A

LISTA DE TABELAS

Microrganismos citados como produtores de lacases..................cce..... 27

Meios de cultivo utilizados na produgdo de algumas lacases

(0 01(e]g0] o =1 4 1= 1< TP PP 31
Lacases comercializadas industrialmente .........cooovviiiee 41
Composicao do 6leo de soja Liza®...........coeevveeiiieeeeieeeeeeieee e 46

Variaveis do meio de cultivo para a producado de lacase e
respectivos niveis utilizados no Planejamento Composto
Central 23 (PCC).. . i 56
Influéncia da fonte de nitrogénio na producdo de lacase, pH

final dos cultivos e biomassa produzida por B. rhodina MAMB-

0 it a e e e e e — e e e e e e e e e aaaaaaaas 76
Influéncia da fonte de fosfato na producdo de lacase por B.
rhodina MAMB-05 ... 77
Influéncia de diferentes concentracbes de ions cobre na
producgao de lacase por B. rhodina MAMB-05............coooiiiiiiiiiiiiiien, 79
Parametros avaliados na produgédo da lacase ............ccceeeeeviveiiieeennn. 80

Respostas observadas no delineamento fatorial 23, para avaliar

os efeitos das variaveis concentracdo de NaNO3, KH2PO4 e

IONS CUZ2 .. 82
Analise de variancia da resposta Atv. Esp. Lacase (U mg-1);

R22 0,72 oo 83
Coeficientes estimados pelo modelo de regressao.........ccccccceeeeeeennn.. 84

Comparagao das condicbes de cultivo para a producado de

lacase em shaker € DIorreator .. ..o i 89

Table 1 — The process variables and their levels used in the Central
Planning Compound 22 (CPC).........coovovieiieeeeeeeeeeeeeeee e 126



Table 2 — Responses observed in 2° factorial design to evaluate the effects

of varying concentrations of NaNOs, KH,PO,4 and Cu®* ions...................



Figural—
Figura 2 —

Figura 3 —
Figura 4 —
Figura b —

Figura 6 —
Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

LISTA DE FIGURAS

Exemplos de mediadores da lacase .........c.cccceeevvviieiiiiiieeeiiiieeeeeee,
Representagao esquematica de ciclos redox catalisados pela
lacase para a oxidagao de substratos na auséncia (a) e na
presenca (b e c) de mediadores bioldgicos e sintéticos,
rESPECHVAMENTE ... .o
Modelo tridimensional da lacase de Coprinus cinereus .....................
Representagdo de um modelo de centro trinuclear da lacase ...........
Exemplos de aplicagbes sintéticas do sistema lacase -
mediador. (a) Oxidagdo do indigo a isatina. (b) Converséo do
adlerol a adlerona. (c) Oxidagao do alcool benzilico ao seu
correspondente aldeido. (d) Oxidacado do alquil B-glucosideo
ao seu correspondente glucorunosideo ..........uuuiiveiieiiiiiiiiiiciee e
Colbnia do fungo ascomiceto B. rhodina MAMB-05..............oovveennnn...
Frasco de Erlenmeyer com quatro insercbes na parede
modificado Por Um VIidreiro .........cceeeeiiiiiiiiicee e
Biorreator utilizado na producdo de lacase por B. rhodina
MAMB 05 ...
pH 6timo para a atividade da lacase em ABTS produzida por
B. rhodina MAMB-05 utilizando 6leo de soja como unica fonte
o [ o7 1 oo [ LS
Temperatura 6tima para atividade da lacase de B. rhodina
produzida em 6leo de soja como unica fonte de carbono tanto
em ABTS cOmMO €M DMP ........uuumiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee
Estabilidade da lacase produzida por B. rhodina MAMB-05 em
O0leo de soja como fonte unica de carbono frente ao
congelamento e descongelamento sequencial ..............cccccoooevvinnn.n.
Atividade especifica da lacase e biomassa de B. rhodina
MAMB-05 em diferentes fontes de carbono............ccccceeveeieeiiieiiinnnnnn.
Producgao de lacase e biomassa por B. rhodina MAMB-05 em

diferentes concentragdes de 6leo de soja...........ceeeieiiiiiiiiiiiiiiieeee,



Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Perfil da producédo de lacase por B. rhodina MAMB-05 em

meio de Vogel (1956) suplementado com 1% (v v-1) de 6leo

Grafico de Pareto indicando os efeitos significativos e nao-
significativos em 95% de confianga .............ccccuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee
Valores observados versus valores previstos ............coeveeeeeieiiieeeeeen.
Linhas de contorno e superficies de resposta da atividade da
lacase de Botryosphaeria rhodina MAMB-05 cultivado na
presenca de 6leo de soja como fonte unica de carbono....................
Producdo de lacase e lipase em biorreator de bancada
utilizando o6leo de soja como fonte de carbono. O indculo
utilizado foi composto por 20 esferas de micélio de 0,7 cm de
didmetro, e o pH ndo foi controlado .............cceeeiiiiiiiiiiiiic
Producdo de lacase e lipase em biorreator de bancada
utilizando o6leo de soja como fonte de carbono. O indculo
utilizado foi composto por 20 esferas de micélio de 0,7 cm de
diametro, e o pH foi controlado €m 6 ..........ccoovveeiiiiiiiiiiiiieeee
Imagens dos cultivos de B. rhodina MAMB-05 em 6leo de soja

nos biorreatores (144 horas de Cultivo) ...,

Figura 21 A —Producdo de lacase e lipase em biorreator de bancada

utilizando 6leo de soja como fonte de carbono. O inéculo
utilizado foi uma solugao de 20 mL de hifas trituradas, e o pH

foi CONrolado €M ... ..

Figura 21 B — Perfil estimado da biomassa fungica durante o terceiro cultivo

Figura 22 A —Producdo de lacase e lipase em biorreator de bancada

utilizando o6leo de soja como fonte de carbono. O indculo
utilizado foi uma solugéo de 20 mL de hifas integras, e o pH

NA0 FOi CONLIOIAAO. ... e

Figura 22 B — Perfil estimado da biomassa fungica durante o quarto cultivo



Figura 23 —

Apéndice A

Figure 1 —

Figure 2 —

Figure 3 —

Comparacao da producao de lacase por B. rhodina MAMB-05,
utilizando 6leo de soja como fonte de carbono, em shaker e

DIOITEATOIES ... e,

Activity of laccase produced by B. rhodina MAMB-05 in
soybean oil as sole carbon source and (A) different sources of
nitrogen and (B) different sources of phosphate ..................c..coo...
Contour surfaces of the laccase activity of B. rhodina MAMB-
05 produced using soybean oil as sole carbon source.....................
Efeitos significativos e n&o significativos das variaveis na
producao de lacase por B. rhodina MAMB-05 em 6éleo de soja

como unica fonte de carboNO ......c..voviii e



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS - 2,21 azino-bis-acido — (3 — etilbenzotiazolina — 6 — sulfénico)
ANOVA Andlise de variancia

AV Alcool veratrilico

BDA Batata - Dextrose - Agar

B. rhodina Botryosphaeria rhodina

DP Desvio padrao

EPS Exopolissacarideo

G Grama

Gl Graus de liberdade

HBT N-hidroxibenzotriazolina

kDa Quilodalton

L Litro

MBE Meio basal estoque

mL Mililitro

MSR Metodologia de superficie de resposta
mM Milimolar

nM Nanomolar

QM Quadrado médio

g.s.p. Quantidade suficiente para

R? Coeficiente de determinacéao

Rpm Rotacao por minuto

SQ Soma dos quadrados

ton Tonelada

VGA Vogel — Glucose — Agar

VLA Acido violurico

vvm Volume de ar/ volume de meio/ minuto

uM Micromolar



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... ..ot eaennenes

2 OBUIETIVOS ..o
2.1 OBUETIVO GERAL ..o e
2.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS ..o

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt
3.1 LACASES: DEFINICAO, CLASSIFICACAO E MECANISMOS DE AGAO........ceveeeeiieeeennee,
3.2 PROPRIEDADES DAS LACASES ... ieiiiiiiiiiiaee e e eeeeeeeiitaa e e e e e e eeeeeeanaa e e e e eeeeeeeannnnnnnes
3.3 FONTE DAS LACASES .....cciiiiiieee ettt sttt e e e e e e e et a e e e e e e e e eeeeann s
3.4 REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS PARA A PRODUGAO DE LACASES.......ceeveeivrieeennnee.
3.4.1 Nutricdo e Metabolismo FUNQGICO ........ccooviiiiiiiiicic e
3.4.2 Importancia da Composicao dos Meios de Cultivos ...........ccoeeeveriiieiiiinnnnnn...
3.5 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE: PLANEJAMENTO FATORIAL DE
EXPERIMENTOS E ANALISE POR METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

(MSR) ettt ettt et e e e e e e ettt e e e e e e e e e a b e e e e e e e e e r e aaas
3.6 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS LACASES......coveieeieeeeeeeeeeeeeee e
3.6.1 Lacases e a Industria AlimentiCia ...........cooveeiiiiiiiiii e
3.6.2 Lacases e a Biodegradagao ...........coeeiiiiiiiiiiiiiiiie e
3.6.3 Lacases nas Industrias Papeleira € Téxtil ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeee
3.6.4 Lacases Aplicadas na MediCina ..........ccooeviiiiiiiiiiiie e
3.6.5 Lacases na Producéo de Etanol e Sinteses Organicas............cccoeeeieiiiinnnns
3.7 BOTRYOSPHAERIA RHODINA MAMB-05 ......cooiiiieieee e

3.8 ASPECTOS GERAIS DOS OLEOS VEGETAIS: A UTILIZACAO DE OLEO DE SOJA

CoMo FONTE DE CARBONO PARA A PRODUCAO DE LACASES E LIPASES..................

4 MATERIAL E METODOS ..ot eee e ane e
4.1 REAGENTES .. uuuuttttiitteeeeesesattteeeeeeaaeeesssassssseeeeeaaeessaaasssssseeeeaaeesssaanssssseneeeaeeessanns
4.2 MICRORGANISMO ...ceiiiiiiiiiiiieeeieeteeeeeeeeeeeteeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
4.21  Manutengc&o do MIiCrorganiSImMO .........cceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e
4.3 MEIOS DE CULTIVO ..ceiiiiiiiiiiiitte et e e e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e aaaas



431 Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA).........coeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49

4.3.2 Meio Minimo de Vogel (1956)........cooeemmmiiiieeieeeeeeeeee e, 49
4.3.3 Meio de Vogel (1956) — Glucose — Agar (VGA)........c.ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 50
4.4 ESTUDOS PRELIMINARES PARA A PRODUCAO DE LACASE EM OLEO DE SOJA E
GLICEROL ..ttt 51
4.5 PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO DO B. RHODINA MAMB-05..........c.cvvveeeeeeeeeeeee, 51
38 T I © I o o o7 | o PRSP 52
4.5.2 InterrupGao dOS CURIVOS .......uuiiieeiieeeeee e e e 52
4.6 PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA LACASE PRODUZIDA POR B. RHODINA
MAMB-05 EM OLEO DE SOUA........eeueieeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e seseeee e s e seeseen e saenanes 53
4.6.1 pHe Temperatura OtiMOS ..........cccovieieeeieeeeeeeee e, 53
4.6.2 Determinacdo Especificidade do Substrato............cccoooviiiiiiiiiiiiin, 54

4.6.3 Determinagao da Estabilidade da Lacase Frente ao Congelamento e
Descongelamento Sequencial ...........cccoooooiiiiiiiiiii e, 54

4.7 AVALIACAO E SELECAO DAS FONTES DE NITROGENIO, FOSFATO E [OoNS CU2+

NA PRODUGAO DE LACASE ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e eaanns 54
4.7.1 Efeito da Fonte de NitrOg&nio .........ccoovriiiiiiiii e, 55
4.7.2 Efeito da Fonte de FOSfato .........oovviiiiiiiiiiiiiii 55
4.7.3 Efeito da Concentracdo de 1ons CU2+..........cooiiiveeiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 55
4.8 PLANEJAMENTO FATORIAL: O ESTUDO DA PRODUGCAO DA LACASE ......cccvvneeevieeennn. 56
4.9 INVESTIGAGAO DA PRODUGAO DA LACASE EM BIORREATORES .........cvvviiieeeeeeaannnee 57
4.9.1  Cultivos em Biorreatores ............ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
3 B = (o Y=Y T =T o) (o J PSR 59
4.9.3  EXPEIMENTO 2....eeiiiie et e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e aata e e e e aeeeeanae 60
4.94 EXPErimeEnto 3.. ..o 60
4,95 EXPEeriMentO 4.......cooonii i 61
4.10 METODOS ANALITICOS ... e eeeeeeeeiitiaae e e e e eeeeeetaaa s e e e e e e eeeeeaaa e e eeeeeeeeeasnnnaaaeaeaaeeennnns 61
4.10.1 Determinagao de Proteinas Totais .........cceviiiiiiiiiiiiiiciie e 61
4.10.2 Determinacdo dos Acgucares Redutores e Totais ..........cccceeeeevvviieeiiiiiieeeenen, 62
4.10.3 Determinacédo da Biomassa Microbiana .............cccceeeeviiiiiiieiiiiie e, 62
4.10.4 Determinagao de Atividade de Lacase sobre ABTS.........coooiiiiiiiiiiiiinneeeene. 63
4.10.5 Determinagao de Atividade de Lacase sobre DMP ...........ccooovviiiiiiiiienennnns 63

4.10.6 Determinacdo de Atividade da Lipase ..........ccoovvviviieiiiiiiiieeeiiiceeeeeeeeeeee, 64



4.11 METODOLOGIA ESTATISTICA. it ieeiii ettt ettt e et e e e e e e e e e e eaaans 65

5 RESULTADOS E DISCUSSAO......ccoiiiiiiiiiieieietee s 66
5.1 PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA LACASE PRODUzZIDA POR B. RHODINA

MAMB-05 NA PRESENGA DE OLEO DE SOJA COMO FONTE DE CARBONO.................. 66
5.1.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade da Lacase de B. rhodina

MAMB-05 Produzida em Oleo de Soja como Unica Fonte de

5.1.2 Determinacéo da Estabilidade da Lacase Frente ao Congelamento e
Descongelamento Sequencial ...........cccooooiiiiiiiiiiiie e 68

5.2 EFEITO DA ADICAO DE OLEO DE SOJA E GLICEROL NA PRODUCAO DE LACASE
PELO B. RHODINAMAMB-05 ... e 70

5.3 EFeEITos DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO, FOSFATO E

CONCENTRAGOES DE IONS CU2+ NA PRODUGAO DA LACASE EM OLEO DE
SO0JA COMO FONTE DE CARBONO POR B. RHODINA MAMB-05 .........ccoiis 74

5.3.1 Efeito de Diferentes Fontes de Nitrogénio Inorganicas e Organicas

na Producdo de Lacase por B. rhodina MAMB-05 em Oleo de Soja
como Unica Fonte de CarbON0............coovevieeeeeieeeee e 74

5.3.2 Efeito de Fontes de Fosfato na Produgao de Lacase por B. rhodina

MAMB-05 em Oleo de Soja como Unica Fonte de Carbono ........................ 77

5.3.3 Efeito da Concentragéo de ions Cu2+ na Producdo de Lacase por B.
rhodina MAMB-05 em Oleo de Soja como Unica Fonte de Carbono............ 78

5.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA: O
ESTUDO DA PRODUGAO DA LACASE ...t eaas 80
5.5 AVALIACAO DA PRODUGAO DA LACASE EM BIORREATORES .......cccvvuneeeeiiiieeeeeennnnnnnn. 87
CONCLUSOES ...ttt eaenens 100
REFERENCIAS . ...ttt ettt sttt te e ae e nenn, 101
APENDICE .......ooiuiiee et e ettt ettt st et e et e te st et e et eeteste e aee e 110

APENDICE A.....ooooeeeeeeeeeeee ettt n et n e 111



18

1 INTRODUCAO

O mercado industrial de enzimas tem movimentado cerca de dois
bilhdes de ddlares/ano devido ao uso crescente destes catalisadores bioldgicos que
nao causam dano ambiental, visto que sao biodegradaveis, o que favorece amplas
aplicagbes em diferentes processos tecnoldgicos junto a industrias alimenticias,
farmacéuticas, téxteis, papeleiras, entre outras.

As enzimas sao obtidas em diferentes fontes, como as vegetais, as
animais e também as microbianas. As lacases (EC 1.10.3.2) sdo enzimas
classificadas como polifendis oxidases, e também recebem a denominacdo de
oxidases azuis, visto que possuem cobre em sua estrutura quimica (proteinas muti-
cupricas), além de apresentarem uma parte glicidica (glicoproteinas). As mais
estudadas para uso industrial sdo as lacases microbianas extracelulares.

Neste trabalho foi otimizada a produgdo de lacase pelo fungo
ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05, isolado de cancro de eucalipto por
Barbosa e colaboradores em 1996. Varios estudos foram desenvolvidos previamente
sobre a bioquimica e fisiologia da producdao de lacase por este microrganismo.
Atualmente sabe-se que é um fungo endofitico, ligninolitico que produz lacase
constitutivamente e também secreta celulase, xilanase, amilase, pectinase, beta-
glucanase, dependendo da respectiva fonte indutora, além de um exopolissacarideo
do tipo beta-glucana, denominado botriosferana, em condicbes apropriadas de
cultivo.

Sabe-se que o alcool veratrilico (AV) é um agente indutor de lacase
para o Botryosphaeria. Também sao indutores diferentes compostos relacionados
com a estrutura quimica da lignina como o guaiacol, veratraldeido, 4-clorofenol,
lignosulfonato. Entretanto, para a excrecdo de lacase, ha necessidade da presenga
de uma fonte organica de carbono. A glucose nao reprime a sintese de lacase, bem
como outros polissacarideos como amido, celulose, xilana, beta-glucana, pectina, ou
residuos industriais como torta de soja, milho, mamona ou bagago de laranja.
Porém, a adicdo de agentes indutores para a producdo de lacase encarece o
processo de producéo.

Em 2007 Dekker e colaboradores observaram que o B. rhodina

MAMB-05 cresceu em 6leo de soja como unica fonte de carbono e secretou lacase.
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Até entdo, desconhecia-se a possibilidade deste microrganismo ser lipolitico. Em
2008, Sacchetto e colaboradores avaliaram nove isolados de Botryosphaeria, em
busca de selecionar o melhor produtor de lacase, e oito Oleos vegetais, além do
glicerol, como fonte unica de carbono, objetivando selecionar o que promovesse a
maior producéo de lacase. O B. rhodina MAMB-05 foi o fungo que produziu titulos
mais altos de lacase em todos os Oleos vegetais, tendo a maior produgao ocorrida
no oleo de soja.

Considerando-se que o 6leo de soja é uma fonte barata de carbono,
dada a abundancia no Brasil, este trabalho de dissertagcao teve por objetivo principal
selecionar algumas variaveis que influenciam a produgao de lacase por B. rhodina
utilizando-se o 6leo de soja como unica fonte de carbono, bem como otimizar a
producdo desta enzima em escala de frascos, utilizando-se planejamento fatorial e
analise por metodologia de resposta. Uma vez obtidas as condigdes otimas de
producao da lacase, estas foram avaliadas em escala de fermentador de bancada

visando aumentar a produgao desta polifenol oxidase.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a producédo de lacase pelo fungo B. rhodina MAMB-05

através de planejamento fatorial, utilizando-se éleo de soja como fonte uUnica de

carbono.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia da adigao das fontes de carbono glicose, glicerol e
6leo de soja na producéao de lacase pelo fungo B. rhodina MAMB-05;
Determinar propriedades bioquimicas da lacase: efeito do pH e da
temperatura na atividade e estabilidade da enzima,;

Selecionar a melhor fonte de nitrogénio para a produgao de lacase tais
como: sais inorganicos e fontes organicas complexas, na presenga de
Oleo de soja;

Avaliar o efeito da adi¢cdo de fosfato inorganico na sintese da lacase
em Oleo de soja como fonte de carbono;

Determinar a melhor concentragdo de ions Cu?* para a producéo de
lacase na presencga do 6leo de soja;

Otimizar a produgao de lacase por B. rhodina MAMB-05, através de
planejamento fatorial e analise por metodologia de superficie de
resposta, apos terem sido selecionadas as varidveis mais significativas
que influenciam a produgao na presencga de 6leo de soja;

Investigar a produgao da lacase e lipase, nas condi¢gbes otimizadas,

em biorreatores de bancada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LACASES: DEFINICAO, CLASSIFICACAO E MECANISMOS DE ACAO

As lacases sao definidas como p-difenol: dioxigénio oxidorredutase
(EC 1.10.3.2), também conhecidas como polifenol oxidases, s&o glicoproteinas
monomeéricas, diméricas ou tetraméricas na sua forma ativa de holoenzima, e
apresentam aproximadamente quinhentos aminoacidos em sua estrutura primaria.
Sao cuproproteinas que catalisam reacdes de oxido-reducdo, sendo capazes de
oxidar mono, di e polifendis, metoxifendis promovendo concomitantemente a
reducdo do oxigénio molecular a agua (YAROPOLOV et al.,, 1994; THURSTON,
1994; LEONOWICZ et al., 2001; DEKKER; BARBOSA, 2001; DURAN et al., 2002;
TYCHANOWICZ et al.,, 2006; HAO et al.,, 2007; NILADEVI; PREMA, 2008). O
mecanismo de reagdo inicia-se com a transferéncia de um elétron do substrato
fendlico produzindo um radical fenoxila, como pode ser observado nas reacodes

abaixo':

[Cu*?]-lacase + fenol — [Cu*']-lacase + radical fenoxila + 2H*

[Cu*'l-lacase + O, + 2H" — [Cu*?]-lacase + H,O

Além de oxidarem compostos fendlicos, as lacases podem também
oxidar alguns compostos aromaticos ndo fendlicos, acido ascoérbio, aminas
aromaticas e alguns ions inorganicos, quando na presenca de alguns mediadores
(PERALTA; SOUZA; BOER, 2004). Esses mediadores podem ser de origem:
biolégica, sendo secretados por alguns microrganismos, como os fungos
ligninoliticos, participando das reagbes de deslignificagdo do complexo
lignoceluldsico (SILVA; GOMES, 2004); ou sintética, apresentados na Figura 1,
como é o caso do ABTS [2,2'- azino-bis — 4cido (3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico)].

' Reagao da redugdo do oxigénio molecular até 4gua segundo Pietro;Said, 2004.
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Figura 1 — Exemplos de mediadores da lacase. (a) Acido 3- hidroxiantranilico (HAA); (b)
2,2"- azino-bis- acido -(3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) (ABTS); (c) N-
hidroxibenzotriazolina (HBT); (d) N- hidroxiptaimida (HPI); (e) acido violdrico
(VLA); (f) N- hidroxiacetanilida (NHA); (g) Metil ester 4-hidréxi-3,5-dimetoxi-
acido benzoéico (acido siringico); (h) 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-iloxi
(TEMPO); (i) 2,6 — dimetoxifenol.

Fonte: Dekker et al. (2002); Riva (2006).

As reacbes catalisadas pelas lacases estao representadas na Figura
2, que ilustra também os mecanismos de acdo dos mediadores biolégicos e

sintéticos propostos por Riva (2006).
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Figura 2 — Representagdo esquematica de ciclos redox catalisados pela lacase para a
oxidacado de substratos na auséncia (a) e na presenga (b e c) de mediadores
bioldgicos e sintéticos, respectivamente.

Fonte: Riva (2006).
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3.2 PROPRIEDADES DAS LACASES

As lacases estdo caracterizadas como cupro-proteinas e integram
um pequeno grupo de enzimas conhecidas como oxidases azuis (ALCANTARA et
al., 2007; MESSERSCHIMIDT, 1997). Essa classificagao deve-se ao fato de que
estas enzimas necessitam de atomos de cobre que participam do sitio ativo e sao
fundamentais no mecanismo da catalise (PALMIERI et al., 1997; DURAN et al.,
2002; BROWN et al., 2002). A Figura 3 apresenta um modelo estrutural da lacase de
Coprinus cinereus indicando trés diferentes dominios, também conhecidos como
sitios TI, TII e TIIl, caracterizados por espectroscopia e cristalografia, os quais s&o
importantes para a catalise (DAVIES; DUCROIS, 2001; DURAN et al., 2002;
PERALTA; SOUZA, 2004).

Domain 3

Domain 1

Figura 3 - Modelo tridimensional da lacase de Coprinus cinereus
Fonte: Davies; Ducrois (2001).

O primeiro sitio, Tl, € o responsavel pela intensa cor azul das
enzimas, que as classificam como oxidases azuis, e apresenta um pico elevado no
espectro visivel, proximo de 610 nm, quando o cobre esta no estado cuprico (Cu2+).

Tal fato deve-se & reagdo de oxidacdo do ion Cu®* junto da concomitante reducdo
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dos ligantes. No segundo dominio, sitio Tll, os ligantes sao constituidos por dois
aminoacidos histidina e uma molécula de agua e o cobre mostra baixa absorbancia
na regido do visivel, observado por espectroscopia de ressonancia para-magnética
(EPR). O terceiro dominio, sitio Tlll, & binuclear, ou seja, possui dois atomos de
cobre, antiferromagneticamente emparelhados, ligados entre si, e apresenta uma
absorbancia maxima em 330 nm. Esses dois ultimos sitios formam um centro
trinuclear TII/TIIl, no qual ocorre a redugcdo do oxigénio molecular, mostrado na
Figura 4 (PALMIERI et al., 1997; DAVIES; DUCROIS, 2001; BROWN et al. 2002;
DURAN et al. 2002; PIETRO; SAID, 2004).

Os centros de cobre das lacases conduzem os elétrons de um
substrato com redugao do oxigénio molecular, sem liberagdo de peréxido. Durante o
ciclo catalitico, ocorrem quatro oxidacdées monoeletronicas do substrato catalisadas
pelo cobre do sitio tipo | (T1). Os elétrons sao transferidos ao agrupamento trinuclear,
onde ocorre a redugcao do oxigénio molecular e liberagdo de agua. O tipo de
substrato oxidado pelas lacases pode ser ampliado por meio de um mecanismo de
reacao que inclui mediadores redox, os quais sao facilmente oxidados no centro Tl,
produzindo, em alguns casos, radicais catidnicos reativos e muito instaveis, que
podem oxidar substratos complexos antes de voltarem ao seu estado original.
Assim, neste mecanismo constituido do sistema lacase-mediador, o mediador oxida
substratos de massa molecular elevada. E, por fim, os elétrons recebidos pela
lacase sao transferidos, reduzindo o oxigénio para formacédo de agua (TORRES et
al. 2003).
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Figura 4 — Representagdo de um modelo de centro trinuclear da lacase.
Fonte: Duran et al.(2002)
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Portanto, a reagao catalitica mediada por lacase ocorre em trés
etapas distintas, sendo que na primeira ha a redugdo do cobre do sitio Tl pela
oxidagao do substrato, na segunda ha a transferéncia interna do elétron do cobre do
sitio Tl para os sitios Tll e Tlll, formando o grupo trinuclear, e na terceira ha redugéo
do oxigénio para agua pelo cobre do sitio Tl e Tll (GIANFREDA et al. 1999).

3.3 FONTES DE LACASES

O estudo das lacases parte do final do século XIX, quando, em
1883, Yoshida identificou em extrato da planta japonesa Rhus vernicifera, grande
produtora de verniz, uma quantidade relevante dessa enzima (PIETRO; SAID, 2004).
Anos mais tarde, Vandane e Derycke (1983) retomaram os estudos das lacases em
plantas, e propuseram que tais enzimas apresentavam-se em diferentes isoformas.

A produgdo de lacases pode ser mais facilmente encontrada em
grupos das plantas e dos fungos (MAYER; STAPLES, 2002; HAO et al., 2007). No
entanto, lacases foram também identificadas em insetos como mosquitos do género
Anopheles e estao relacionadas aos processos de esclerotizacdo da cuticula.

Pesquisas recentes tém investigado a produgdo de lacases por
bactérias (NILADEVI; PREMA, 2006), como é o caso de algumas espécies de
Streptomyces, por exemplo, S. cyaneus, S. lavendulae e S. coelicolor. Givaudan e
colaboradores, em 1993, detectaram a producdo de lacases pela bactéria
Azospirillum lipoferum. Mayer e Staples, em 2002, demonstraram que o
microrganismo Bacillus subtilis produz lacase, a qual esta diretamente relacionada a
formacgao e pigmentacao de esporos resistentes.

Algumas estudos de lacases produzidas em plantas mostraram que,
nesses casos, tais enzimas possuem peso molecular caracterizado e definido entre
90-130 kDa (quilodaltons) e seu conteudo de carboidratos estabelecido entre 22-
45% do peso total da proteina (PIETRO; SAID, 2004).

No entanto, as lacases produzidas por fungos constituem o grupo
mais estudado quanto a producédo e aplicagdo. Dentre os diversos filos fungicos, os
ascomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos compdem 0s microrganismos com

maior potencial, até hoje pesquisados (HAO et al., 2007). Esse potencial se deve ao



26

fato de essas oxidases azuis estarem envolvidas em muitos processos vitais desses
microrganismos, como na formagao do corpo de frutificacdo, e na pigmentacao de
esporos e parede celular. Além disso, por serem empregadas em importantes
processos biotecnologicos, como na degradacao da lignina e na detoxificagdo de
compostos fendlicos (PIETRO; SAID, 2004).

As lacases fungicas podem ser monoméricas ou diméricas e
possuem um peso molecular bastante variavel, 30-140 kDa (quilodaltons), de acordo
com as diferengas entre as espécies fungicas. O seu conteudo em carboidratos
também apresenta grandes variagdes estando limitada entre 15-41% do seu peso
total (PERALTA; SOUZA; BOER, 2004).

Na Tabela 1, estao relatados diversos microrganismos produtores de
lacases, destacando-se, dentre eles, os fungos que constituem o grupo mais amplo

na producao destas enzimas.



Tabela 1 — Microrganismos citados como produtores de lacases.
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Microrgs Género Espécies Referéncias
Bacténas Bagillus Bacillus sp. Riva, (2006)
Azospiriium A.Lipoferum. Duran et al., (2002)
ltleromon Alteromonas sp. Duran et al., (2002)
Leveduras Filobassidiella. F. negformans Pietro; Said, (2004)
Fungos Fusarium F. profiferatum Kwon; Anderson, (2001)
ascomicetos Bolryosphaeria B. rhoding Barbosa et al, (1996)
Botrytis B.cinerea Mayer: Staples, {2002)
Aspergillus A.nidulans Mayer: Staples, {2002)
Daldinia D.concentrica Thurston, {(1994)
Neurospora, M. crassa Odaetal., (19981)
Podospora. P. anserine Bollag; Leonowicz, (1984)
Pichia P. pastoris Gelo- Pujic et al., (1999)
Gaeumannomyces G. graminis Edens et al., (1999)
Fungos Pycnoporus P. cinabarinus Meza et al., (2005)
basidiomicetos  Trametes T. hirsuta Couto et al.. (2006)
T. versicolor Ceylan et al., (2008)
T. pubescens Couto; Toca-Herrera, (2007)
Goriolopsis C. rigida Alcantara et al., {2007)
Ceriporiopsis C. subvermispora Pietro, Said, (2004)
Lentinus L. grifinus Machado et al., (2006)
Fleurotus P.gsirealus Rezende et al_, (2005)
P. tigrinus Fenice et al_, (2003)
Panus P. eryngii Munoz et al_, (1997)
Polyporus P. pinsitus Brinch: Pedersen, (2002)
Phlebia P radiata Leonowicz et al., (2001)
Agaricus A. bisporus Thurston, (1994)
Fungos Pestalotiopsis Pestalotiopsis sp.  Hag.etal., (2007)

Deuteromicetos
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3.4 REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS PARA A PRODUCAO DE LACASES

3.4.1 Nutricdo e Metabolismo Fungico

Para o desenvolvimento de um microrganismo é necessaria a
presenga de nutrientes elementares para o seu cultivo. O conjunto no qual estao
presentes os elementos essenciais, sem 0s quais um microrganismo nao poderia
viver, € chamado de meio de cultivo. O meio de cultivo pode variar de acordo com a
fisiologia do microrganismo, sendo possivel o cultivo em meios naturais, sendo a
composi¢cao quantitativa desconhecida, ou em meios sintéticos, os quais tém
composi¢cao qualitativa e quantitativa conhecida. O desenvolvimento de meios
sintéticos € fundamental para estudos de pesquisa que busquem avaliar a relagéao
entre o crescimento do microrganismo e a agcdo de cada um dos elementos
presentes no meio. Os meios sintéticos constituem-se no estado liquido e séo
necessarios para o isolamento dos metabdlitos microbianos, assim como para que
se possa quantificar o crescimento por peso seco da biomassa e controlar com mais
eficiéncia a aeracdo (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

Varios sdo os parametros de cultivo que afetam diretamente a
producao e a atividade das lacases por fungos. A produgéo de isoformas de lacase,
por diferentes fungos, pode ser aumentada sob condi¢gdes de cultura apropriada
(DEKKER et al. 2007). Dentre os parametros de cultivo estdo incluidos: a
disponibilidade de oxigénio, fontes de carbono, fosfato e nitrogénio, microelementos,
pH e temperatura (VAN DER MERWE, 2002).

A producao de lacase por Coriolus versicolor e Funalia trogii foi
avaliada por Kahraman e Gurdal (2002), que estudaram o efeito de meios de cultura
sintéticos e naturais. Utilizaram como meio de cultura natural o melago de cana de
agucar e como meio sintético um meio basal estoque (MBE) contendo glucose,
NH4H.PO4, MgS0,4.7H,0, CaCl,, extrato de levedura e agua destilada.Os dois
diferentes meios foram avaliados na presenca e auséncia de caule de algod&o. Os
resultados mostraram que para esses dois microrganismos o meio de cultura natural

na presengca de caule de algodao houve maior produgdo de lacase quando
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comparada aos outros meios de cultivo. A maior atividade de lacase (4,9 U mL™) foi
detectada nos cultivos com o F. trogii.

Os elementos essenciais dos meios de cultivo podem ser divididos
em macroelementos, microelementos e elementos-tracos. Os macroelementos sao
aqueles encontrados em maior concentragdo nos meios de cultivo, ou seja, sao os
que Os microrganismos requerem em maior quantidade para sobreviverem. Ao
passo que 0s microelementos sdo aqueles encontrados em menor concentracao,
isto €, na ordem de ug mL™. Ja os elementos-tragos sdo aqueles de concentracéo
infima, porém de importancia vital para o desenvolvimento do microrganismo
(GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004).

Os macroelementos dos meios de cultivo constituem-se
predominantemente pelas fontes de carbono, uma vez que os carboidratos sao
responsaveis pela geracdo de energia. Como exemplo de fontes de carbono
recorrentes em cultivos, pode-se citar: glicose, frutose, amido, acidos organicos e
lipideos, como o dleo de soja, entre outros.

Além dos carbonos, também estdo presentes outros elementos
fundamentais para a composi¢ao de uma célula fungica, como o nitrogénio, principal
atomo na composicao de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos. Segundo
Galvagno e Forchiassin (2004) o nitrogénio é encontrado em quatro formas
potencialmente assimilaveis pelos microrganismos, sdo elas: N2, NO3', NH3/NH;" e N
organico.

Ainda serao considerados macroelementos o fosforo, que é um
componente celular de alta energia das moléculas de ATP, encontrado
principalmente na forma de PO4*, e o enxofre, elemento também essencial na
sintese de aminoacidos sulfurados, geralmente encontrado na forma de sulfatos.

Quanto aos microelementos e aos elementos-tragos, sao
encontrados principalmente na forma de minerais, como potassio, magnésio, ferro,
manganés, cromo, e cobre. Esses sao responsaveis por trés fungdes basicas vitais
para o fungo: contribuir para o funcionamento das coenzimas; para as transferéncias
de elétrons em reacgdes de Oxido-redugao e atuar em reguladores osmoticos.

As variagbes nas concentragdes dos elementos essenciais
presentes nos meios de cultivo influenciam diretamente o desenvolvimento
microbiano, assim como na obtencdo de seus metabdlitos. Visando entender o

metabolismo dos microrganismos e otimizar processos de produgao de importantes
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metabdlitos, alguns autores avaliaram diferentes fatores de crescimento, para
investigar os componentes dos meios de cultivo na produgcdo da lacases, como

estao mostrados na Tabela 2.



Tabela 2 — Meios de cultivo utilizados na produgéo de algumas lacases microbianas.
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. . Fontes de Fontes de Fontes de Macro/ Agit. Temp. A
Microrganismos carbono nitrogénio fosfato Microelementos (rpm) pH [DC}p Tempo Referéncias
Bormvosphaeria sp. Glucose NH.NO; KH-PO. MMelo minimo de 200 [ 28 Varavel Deller;

(10g L1} (100g L1} (250 L1y Vogel (1556) Barbosa, (2001)
Lentinula edodes Glucose Ext. de malte - Meio liquido de Von Hunelstem 240 5, 28 4 dias Minussi:
(20 gL1) (5 gL1) etal . (1586) - Pastore;
Peptona(10gL") Duran, (2007)
Pleurotus ostreatus Glucose Ext. levedura K;HPO. ECL(0,5gLY) 100 5.5 28 Ate 18 Ardon: Kerem:
(5 g L) (0.5g L) (1g L) MgSO0,. 7H,0 (0.5 g L) dias Hadar. (1996)
Fe50: (0.1 g L)
Mn(CH;COO), (0,008 g L1)
ZnNO:; (0.003g L)
Ca(NO0:),.4H,0 (0.006g L)
CuS0:.5H,0 (0,003 g L)
Pestalotiopsis sp. Maltose, NH.NO; KH-PO: Mz50:(1.5 g L), VB, (0,01 g 150 5.6 28 7-9 dias Hap etal., (2007)
glucose, (10 gLy (3gL1) L1, solugdo mineral (1 mL L),
celobiose, CuS0:.5H,0
lactose, {(10pmol L)
glicerol
(10g L)
Pycngporus Maltose Ext lev (1gL1) Tartarato de sodio (2,3 g L) 24 Meza etal.. (2005)
cinngbarinus (25gL1) Tartarato de CuS0. 5H,0 (0,1 gL
Bagaco de aménio
cana (1.84 gL
(35% m/m)
Trametes hirsuta Glucose Ext levedura KH,PO, Mz80. 7H,0 (0.5 g L) 70 30 7 dias Rodriguez
(10 g L) (15¢ 1) 2 gL CaCl,2H,0 (0.1 g L) Couto et al., (2006)
(NH.):S0s KC1 (0.5 gLY)
(09211} Tiamina (0.5 g L'1) em tampio

citrato-fosfato pH 4.5
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3.4.2 Importancia da Composi¢ao dos Meios de Cultivos

Alguns fatores, tais como, a composigdo do meio de cultivo e
também a aeracgao influenciam o crescimento microbiano e a producido de enzimas.
A aeracao do meio de cultivo pode também afetar a producao de lacase. Dekker e
Barbosa (2001) examinaram o efeito da aeragdo na producdo de lacase pelo B.
rhodina MAMB-05, através da comparacdo de cultivos submersos realizados em
frascos de Erlenmeyer (125 mL) normais e modificados (com quatro inser¢gées nas
paredes laterais) para aumentar a aeracdo. Verificaram que a maxima atividade
enzimatica (1,6 UmL™) foi obtida entre 4-5 dias de cultivo, quando utilizaram frascos
modificados.

A producdo de lacase por Trametes hirsuta foi avaliada em
biorreator air-lift e suplementacdo constante do meio de cultura com diferentes
fontes de carbono, e dentre elas o glicerol, fonte que mais induziu esta enzima
(20.000 U L") no vigésimo sexto dia de cultivo (RODRIGUEZ-COUTO et al., 2006).

A influéncia de nutrientes na producdo de lacase pelo fungo B.
rhodina MAMB-05 foi avaliada na presenga e auséncia do indutor alcool veratrilico
(AV). Também foram estudados parametros como tipo de indculo, pH inicial, razdo
carbono/nitrogénio, fontes de nitrogénio, efeitos da adicdo de surfactantes como
Tween 80 e Tween 60, além de 6leo de soja e de cobre. A adigdo do AV induziu a
producdo de lacase. Dentre os tipos de ind6culo comparados, o primeiro era
constituido por trés esferas retiradas das placas de Petri, contendo micélio, para
cada 25 mL de meio, e o segundo, uma solugdo homogeneizada de micélio. Nos
cultivos com o primeiro tipo de indculo a producédo da lacase foi aumentada para
4,83 + 0,38 U mL™" na presenca de AV, quando comparada ao seu controle 0,53 +
0,001 U mL™". O pH étimo inicial foi na faixa de 5,5 a 7,5 (DEKKER et al, 2007).

Dentre as fontes de nitrogénio organicas e inorganicas investigadas
(asparagina, prolina, uréia, NH4sNO3;, NaNO3, NH,4Cl), para a produgao de lacase pelo
B. rhodina, os resultados mostraram que elas nao influenciaram significativamente a
producdo de biomassa na auséncia de AV. Entretanto, todas as fontes inorganicas,
com excec¢ao de NH4ClI, na presenca de AV, influenciaram positivamente a produgao
da lacase pelo B. rhodina. Dentre as fontes orgéanicas, a prolina (0,0002 + 0,00003 U

mL™") e uréia (0,08 + 0,02 U mL™") exerceram um efeito repressor na sintese da
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lacase. A adicao do surfactante Tween 80 ao meio de cultivo promoveu um aumento
da producédo da lacase, de 0,77 £ 0,02 U mL"" para 1,03 £ 0,12 U mL" na auséncia
do indutor AV, e de 6,01 + 0,099 U mL™" para 9,14 + 0,102 U mL™" na presenca de
AV (DEKKER et al., 2007).

Quando éleo de soja (1% v/v) foi adicionado ao meio de cultivo para
o B. rhodina MAMB-05, a producgao de lacase foi aumentada de 0,36 + 0,15 U mL""
(quando a fonte foi glucose) para 1,74 + 0,09 U mL™ na auséncia de AV. A adigdo de
cobre ao meio de cultivo também exerceu um efeito significativo na producéo de
lacase (DEKKER et al., 2007).

Ao isolar um novo fungo produtor de lacase, classificado como
Pestalotiopsis sp., Hao e colaboradores (2007) realizaram diversos testes em
relacdo ao meio de cultivo, alterando as fontes de carbono e nitrogénio e utilizando
alguns possiveis indutores para investigar se a produgcéo de lacase poderia ser
aumentada. Demonstraram que com as fontes de carbono utilizadas (maltose,
glucose, celobiose, lactose, glicerol), a producéo de lacase foi favorecida quando
maltose foi utilizada, atingindo niveis de 1,8 U mL" de atividade enzimatica, ao
contrario, com o glicerol a atividade enzimatica da lacase nao passou de 0,4 U mL™".

Quanto as fontes de nitrogénio, foram testados: extrato de carne,
tartarato de amoénio, nitrato de amoénio, extrato de levedura, oxalato de amonio,
cloreto de amdnio, sulfato de aménio, peptona e uréia. Baixos niveis de producao de
lacase foram constatados na auséncia de nitrogénio, fato que se alterou com o
acréscimo do elemento, responsavel, dessa forma, pelo aumento na produtividade
da enzima. Quando se utilizou tartarato de aménio (10 g L") um maximo de
atividade da lacase foi atingido, chegando a 14 U mL™. Quanto aos indutores, foram
avaliados guaiacol, xilidina, ions Ag*, Cd**, Cu?**, Hg** e Mn*" e verificou-se que o
ion cobre foi o fator que mais influenciou a produgao da lacase, atingindo niveis
proximos de 33 U mL™(HAO et al. 2007).

A producéo de lacase por fungos que causam podriddo branca em
madeira foi avaliada através da adi¢ao de alcool veratrilico (AV) e guaiacol como
suplemento a trés diferentes meios de cultivo: meio de sais minerais; caldo de
extrato de malte; e uma mistura de meio de sais minerais e extrato de malte. Como
resposta, o AV foi capaz de aumentar a producio de lacase por Phlebia radiata em

duzentas vezes, de 0,045 U mL™" para 9,470 U mL™", quando cultivado somente meio
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em sais minerais. Quando foi adicionado o guaiacol ao meio, a atividade de lacase
foi de 0,045 U mL™" para 10,475 U mL™ (ARORA; GILL, 2001).

O efeito de alguns metais foi estudado para a producdo de lacase
por Pleurotus ostreatus. Houve aumento da producdo quando diferentes
concentracdes de cobre e cadmio foram adicionadas ao meio de cultivo. O cobre na
concentracdo de 1mM proporcionou niveis de lacase de aproximadamente 400 U
mL". Tal experimento levou & compreensdo de que esse elemento afeta
positivamente a sintese da enzima, visto que em sua auséncia no meio de cultivo os
niveis de atividade foram em torno de 50 U mL™ (BALDRIAN; GABRIEL, 2002).

A importancia da adicdo de cobre na producdo de lacase por
Pleurotus pulmonarius foi também avaliada sob fermentacdo em estado sdlido,
levando a conclusdo de que a sintese desta enzima foi aumentada quando se
adicionou uma solugdo de fons Cu®* na concentragdo de 15 mM ao meio de cultivo.
A produgdo da enzima passou de aproximadamente 200 U mL™" para 700 U mL™"
(TYCHANOWICZ et al., 2006).

Os trabalhos acima relatados demonstram que é de fundamental
importancia a avaliacdo dos componentes dos meios de cultivo para aumentar a
produgcdo de enzimas microbianas, incluindo-se as lacases, visto que existe
variabilidade genética e fisioldgica nas diferentes espécies de um mesmo género

microbiano, assim como entre diferentes géneros.

3.5 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE LACASE: PLANEJAMENTO FATORIAL DE EXPERIMENTOS E
ANALISE POR METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA (MSR)

O planejamento fatorial constitui uma técnica estatistica muito
importante para processos de otimizagdo. Através dela é possivel avaliar diversos
fatores de um experimento e as relagdes entre eles, buscando os melhores niveis
para o desenvolvimento da pesquisa. A base de um planejamento fatorial esta na
definigdo dos niveis em que cada fator deve ser estudado. Tais niveis devem ter sido
previamente analisados em ensaios experimentais, para que se obtenha um

planejamento completo.
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Assim, para a etapa de exploragao inicial de uma investigagédo no
laboratdrio, € necessario que se faga uma triagem de variaveis para que se construir
o planejamento fatorial. O modelo estatistico de um experimento fatorial € formulado
de acordo com os efeitos por unidade de variacdo dos fatores. A equagédo 1
representa um planejamento 22, no qual y € a resposta, B sdo os coeficientes a
serem determinados, x4 € X2 sdo respectivamente as variaveis que representarao o
fator A e B, e € € um termo de erro aleatério (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007):

V(X5 X,) = By + BX + BoXy 81X X, + &(X, X,) (1)

De acordo com Montgomery (2005), os niveis das variaveis
independentes sdo representados de maneira codificada, através de sinais
algébricos, que podem ser identificados em niveis superiores ou inferiores, em -1 e
+1, e ainda é possivel adicionar pontos centrais, os quais permitem a estimativa do
erro, sendo uteis quando ndo ha repeticado dos ensaios nos pontos fatoriais. A partir
disso, um modelo linear é capaz de explicar a relagdo entre a resposta e os fatores.

Embora tenha sido explicado o modelo através da utilizacdo de dois
fatores, o planejamento fatorial também podera utilizar mais fatores. Nesse caso,
levando em conta que a técnica da metodologia € limitada, sera necessaria a
utilizacdo de blocagem, que consiste na divisdo dos experimentos em blocos,
partindo do principio que a blocagem promove uma variagdo fixa. No entanto,
quando ocorre a blocagem, cada um dos blocos torna-se um fator e, assim sendo,
esse pode ou n&o ter uma resposta significativa (SILVA, 2007).

Quando se utiliza o planejamento fatorial, os resultados podem ser
tratados por uma metodologia de superficie de resposta (MSR), que é uma técnica
de otimizacado baseada no emprego de planejamentos fatoriais (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2007). De acordo com os mesmos autores, a MSR é constituida de duas
etapas bastante distintas: modelagem e deslocamento. Essas etapas sao repetidas
tantas vezes quantas forem necessarias, com a intengao de atingir uma regido 6tima
(maxima ou minima) da superficie investigada. A modelagem normalmente é feita
ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados experimentais obtidos a

partir de planejamentos fatoriais. O deslocamento da-se sempre ao longo do
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caminho de maxima inclinagado de um determinado modelo, que ¢é a trajetoria na qual
a resposta varia de forma mais pronunciada.

No intuito de utilizar essas ferramentas estatisticas, Vasconcelos e
colaboradores (2000), por exemplo, estudaram a influéncia de varios parametros
fermentativos (tempo de cultivo, agitagdo, concentragdo de alcool veratrilico e
extrato de levedura) na producédo de lacase por Botryosphaeria sp. através de um
planejamento fatorial 2*" e analise por MSR. Os resultados mostraram que somente
0s parametros concentragdo de alcool veratrilico (30,4 mM) e tempo de cultivo (4,5
dias) foram variaveis significativas para a produgado 6tima da lacase (5,6 + 0,34 U
mL™).

Tais recursos estatisticos sado aplicaveis em experimentos de
diversas areas do conhecimento. Os resultados obtidos através dessas
metodologias possibilitam uma pesquisa segura, agil e econdmica, inclusive para a

produgao de enzimas por microrganismos.

3.6 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS LACASES

Ndo ha duvidas de que as propriedades bioquimicas e fisico-
quimicas das lacases, tais como atividade, estabilidade, pH e temperatura 6timos,
fornegcam muitas informacdes iniciais importantes para estudos basicos e também
para a aplicagao de lacases em biotecnologia (MOUGIN et al., 2003; SHLEEV et al.,
2004). No campo das aplicagbes biotecnoldgicas e ambientais das lacases, extensas
pesquisas tém sido desenvolvidas, procurando avaliar as possibilidades oferecidas
por tais enzimas em contribui¢cdes cientificas diversas.

As lacases estdo em evidéncia devido a sua vasta aplicabilidade em
segmentos variados. Seu amplo espectro de aplicagdo caminha pelas areas da
alimentacgao, biodegradagao, industria papeleira, téxtil, medicina, novas tecnologias,
producao de etanol, sinteses organicas, entre outras (MAYER; STAPLES, 2002;
WINDSTEN; KANDELBAUER, 2008).

De acordo com Xu (2005), o mercado industrial enzimatico
movimenta em torno de US$ 2 bilhdes de ddlares por ano, com mais de 500

produtos no mercado para mais de 50 tipos de aplicagdes. A grande maioria das
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enzimas comercializadas sao hidrolases, incluindo-se as proteases, esterases e até
mesmo as lipases, enquanto que as lacases ocupam um minusculo espacgo dentro
do mercado das enzimas. Portanto, ha necessidade de se investigar o uso dessas
oxidorredutases, desde a redugao nos custos de producdo através do isolamento de
microrganismos produtores, até a obtengcdo em substratos de baixo custo,
purificacdo, caracterizacdo e aplicacdes (DURAN; ESPOSITO, 2000).

Uma alternativa para ampliar a aplicagao de lacases e diminuir o seu
custo poderia se dar através de imobilizagdo em diferentes suportes. Duran et al.
(2002) imobilizaram a lacase produzida por Polyporus versicolor em gelatina,
poliuretano e sefarose 4B-Epi-IDA-Cu?* (quelato-metal). O suporte constituido do
quelato-metal apresentou 6tima absorgcdo, estabilidade e uma pratica viavel
economicamente. A enzima imobilizada foi utilizada na clarificagdo do suco de maca
e proporcionou redugdo dos fenodis (48,6%) e de agentes croméforos como os
flavonoides (47%).

O custo da produgao de lacase pode também diminuir através do
melhoramento dos meios de cultivo, possibilitando um aumento da producéo pelo
microrganismo, utilizando-se suplementos baratos e acessiveis, tornando a
producdo em grande escala economicamente viavel. Niladevi e Prema (2008)
obtiveram titulos de lacase de 6 U mL™" depois de terem otimizado o meio de cultivo
(extrato de levedura, MgSQOg4, CuSOy4, (NH4),SO4, CaCO3 e elementos tragos) para a

producao de lacase por Streptomyces psammoticus.

3.6.1 Lacases e a Industria Alimenticia

As lacases podem ser aplicadas de diversos modos em Industrias
alimenticias. Isso porque, podem promover aumento na qualidade e seguranga
nutricional de determinados alimentos, assim como gerar novos produtos. Além
disso, podem ser aplicadas em processos para aumentar ou modificar a cor de
alguns alimentos e bebidas. O emprego de lacases no processamento do dleo de
oliva através da polimerizacao de varios fendis, por exemplo, resultou em uma cor
mais escura do éleo (MINUSSI; PASTORE; DURAN, 2002; XU, 2005;).
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O mosto e o vinho sdo misturas complexas de diferentes sais, nos
quais os compostos fendlicos e quimicos sao os responsaveis pelo aroma. A lacase
imobilizada em um quelato-cobre foi utilizada na remogao de fendis, alguns acidos
organicos, como o acido ferulico, acido o-cumarico e o flavonoide (-)-epicatequina,
do mosto do vinho branco, favorecendo uma melhora do aroma e também a
clarificacao deste vinho. Esse tratamento pode prevenir o fendbmeno de madeirizacao
ou escurecimento do vinho, que € provocado tanto por contaminagbes das uvas,
quanto por problemas no processamento, estocagem e armazenamento das
garrafas (MINUSSI; PASTORE; DURAN, 2002; MAYER; STAPLES, 2002).

3.6.2 Lacases e a Biodegradagéao

As lacases também s&o capazes de oxidar e degradar alguns
lipideos, como trilinoleina e metil linoleato. Esses compostos graxos insaturados nao
sao substratos tipicos para a producao de lacases, pois seus produtos de reagao
incluem hidroperoxidos e epoxidos. Essa enzimas podem também degradar residuos
plasticos contendo unidades de olefinas, na presenga de mediadores redox, que
iniciam reagdes em cadeia, desintegrando o plastico (XU, 2005).

A biodegradacédo de dois hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA’s), o antraceno e 2-metilantraceno, foram avaliados por Rigidoporus lignosus,
em um meio suplementado com mediadores especificos para lacase (ABTS, HBT,
VLA). O antraceno foi parcialmente metabolizado, tendo restado, apds 14 dias de
cultivo, 10,7% de sua composic¢ao original. Entretanto o composto 2-metilantraceno
foi completamente metabolizado no oitavo dia de cultivo, quando se utilizou acido
violurico como mediador (CAMBRIA et al., 2008).

A lacase de Trametes versicolor foi determinada para avaliar a
oxidagdo de alguns compostos fendlicos presentes em aguas residuais de uma
industria de processamento de 6leo de oliva. Onze compostos fendlicos foram
avaliados e todos sofreram algum tipo de degradacado (CANFORA et al., 2008).

As lacases fungicas tém se mostrado eficientes na degradagédo de
uma variedade de poluentes ambientais persistentes. De acordo com Mayer e

Staples (2002), os isbmeros 2,4,6-triclorofenol tiveram sua alta toxicidade amenizada
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devido ao emprego dos fungos Panus tigrinus e Coriolus versicolor. Em ambos os
casos, lacases foram detectadas no meio sendo responsabilizadas pelas
transformacgdes quimicas dos compostos. Segundo estes pesquisadores, as lacases
produzidas pelo Trametes hirsuta podem ser utilizadas para oxidar alcenos de dificil
degradacdo no ambiente. Esse processo de oxidagdo utiliza um sistema enzima-
mediador (BHT) que transforma o alceno a cetona ou aldeido.

Depois de purificadas, as lacases secretadas por Phanerochaete
chrysosporium e Trametes versicolor foram capazes de converter a dicetonitrila, uma
substancia quimica ativa em herbicidas e com acdo acumulativa, a acido, na
presenca de 2 mM de ABTS, que age como mediador redox em pH 3 (MOUGIN et
al., 2000).

3.6.3 Lacases nas Industrias Papeleira e Téxtil

A industria de papel e celulose no Brasil constitui uma das maiores
cadeias produtivas de emprego e movimenta bilhdes de ddlares, tendo produzido 7,4
milhdes de toneladas de papel em 2001. Entretanto, esse € um dos setores que
mais promovem a poluicdo ambiental, principalmente com efluentes langados pelas
industrias que utilizam produtos quimicos tais como bases, organoclorados,
peréxidos e corantes (SILVA; GOMES, 2004). Porém o uso de tecnologias
alternativas que reduzam ao maximo o impacto ambiental causado pelos efluentes ja
estao disponiveis, utilizando-se de enzimas na etapa de polpagao e branqueamento,
como tem sido descrito na literatura.

A produgao do papel e a polpagao sao caracterizadas como etapas
de remocgdo da lignina da madeira. Se utilizados microrganismos que secretam
extracelularmente lacase, ha o ataque da lignina conjuntamente com mediadores
quimicos, promovendo sua despolimerizacdo (MOSAI et al. 1999). Alguns
microrganismos como Trametes versicolor, Pycnoporus cinnabarinus, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii, Phlebia radiata e Phellinus pini, sdo considerados
reveladores nos estudos de biopolpagdo por secretarem grande quantidade de
lacase (HATAKKA, 2001).
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O branqueamento da polpa ocorre devido ao rompimento dos lagos
entre a lignina e os carboidratos, promovendo abertura da sua estrutura e tornando-
a mais permeavel as substéncias oxidantes, levando a remogao da lignina, o que
aumenta a brancura da polpa (PIETRO; SAID, 2004).

Os microrganismos mais investigados no processo de
branqueamento sao o Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor, sendo
esse ultimo o mais estudado quanto a producéo de lacases. Outros microrganismos
como o Schizophyllum commune, Ganoderma lucidum, Polyporus versicolor,
Lentinus edodes, Tinctoporia borbonica também sao eficientes na descoloragao
(GARG; MODI, 1999).

As lacases também estdo diretamente ligadas ao tratamento de
residuos nas industrias téxteis (HAO et al.,2007). Existem mais de 100.000 corantes
comerciais disponiveis para essas industrias com uma producio acima de 700 ton.
por ano. Durante o processo de tingimento e descoloragao de tecidos, consome-se
grandes quantidades de agua e substéncias quimicas, produzindo efluentes
contaminados com compostos sintéticos complexos e, muitas vezes, recalcitrantes.
Os corantes sao projetados para resistirem a luz, agua e agentes oxidantes, o que
gera a necessidade de biotratamentos para seus efluentes, como aqueles com
microrganismos produtores de lacases para remover e degradar estes poluentes
(PIETRO; SAID, 2004).

Em 2000, Raghukumar avaliou a capacidade do Flavodon flavus de
descolorir corantes sintéticos como verde brilhante, vermelho do Congo, violeta
cristal, e remazol azul brilhante, e verificou que esse microrganismo foi capaz de
degradar quase que por completo todos os corantes citados. A adigdo de indutores
de lacase como AV e etanol aumentou a producdo e o rendimento da descoloragéo
dos efluentes (MAYER; STAPLES, 2002).

A Tabela 3 apresenta as principais lacases comercializadas

industrialmente com diferentes aplicabilidades.
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Tabela 3 — Lacases comercializadas industrialmente.

Nome do produto Fabricante
Industria alimenticia
Lacase 2uberase Novozymes
Indastria téxtil
Lacase Denilite Noyozymes
Noyozym 51003~ Noyozymes
Aplicagdes em diagnosticos
Lacase* Sigma-Aldrich
Amano
Tlenzyme

Worthington Biochemical

* Produzida em escala piloto.
Fonte : Xu (2005).

3.6.4 Lacases Aplicadas na Medicina

A atuagido das lacases na medicina também tem sido importante.
Sao utilizadas, por exemplo, em processos de sintese organica, como no processo
de sintese de cefalosporinas, vinblastinas e vindolinas. Também podem oxidar a
toxina uruxiol, derivada do catecol, cuja contaminagédo causa dermatite (XU, 2005).

Um novo método de analise de morfina foi desenvolvido utilizando-
se lacase para distinguir simultaneamente a morfina da codeina nas amostras. Foi
construido um sensor baseado em lacase e glucose desidrogenase, imobilizadas em
um eletrodo de oxigénio Clark. A morfina € oxidada pela lacase com consumo de
oxigénio e regenerada pela glucose oxidase. Como a lacase ndo oxida a codeina, o
sensor torna-se especifico para a morfina, podendo detecta-la em concentracdes
entre 32 nM e 100 yM, num periodo de um minuto de reag¢ao (BAUER et al.,1999).

Ainda, lacases purificadas produzidas pelo fungo Tricholoma
giganteumis tém sido descritas na literatura como possiveis inibidores de atividade
da transcriptase reversa do virus HIV-1 (WANG; NG, 2004).
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3.6.5 Lacases na Producao de Etanol e Sinteses Organicas

Para melhorar a producéo de etanol através de materiais renovaveis,
lacases de Trametes versicolor foram expressas sob controle do gene promotor
PGK1 em Saccharomyces cerevisiae. Os resultados mostraram que os materiais
lignoceluldsicos apresentaram vantagens na produgdo desse combustivel,
principalmente porque constituem fontes economicamente viaveis (MAYER,;
STAPLES, 2002).

Investigacbes sobre sistemas lacase-mediador em processos de
deslignificacdo tém sido eficientes na oxidacdo de substituintes nao-fendlicos,
particularmente grupos de alcool benzilico. A lacase de Trametes pubescens foi
utilizada na investigacao de sistemas de oxidagao de mono, di e oligossacarideos. A

Figura 5 mostra algumas reagdes catalisadas por esse sistema.
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Figura 5 — Exemplos de aplicagdes sintéticas do sistema lacase - mediador. (a) Oxidacao
do indigo a isatina. (b) Conversao do adlerol a adlerona. (c) Oxidagao do alcool
benzilico ao seu correspondente aldeido. (d) Oxidacao do alquil B-glucosideo ao
seu correspondente glucorunosideo.

Fonte: Riva (2006).
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3.7 BOTRYOSPHAERIA RHODINA MAMB-05

O fungo ascomiceto Botryosphaeria sp. foi isolado de cancro de
eucalipto em 1995 por Barbosa e colaboradores. Esse microrganismo foi
selecionado como ligninolitico por descolorir o corante poliaromatico como Poly R-
478. Em 1996 foi descrito como produtor constitutivo de lacase, quando também se
constatou que a sintese da enzima ndo era reprimida por glucose. O alcool
veratrilico induziu significativamente a produgdo dessa lacase, assim como esse
microrganismo cresceu na presenga de diferentes concentragdes de varios
compostos aromaticos, tais como catecol, 4-clorofenol, 2,6-dimetoxifenol, guaiacol, e
alguns derivados do acido benzdico (acidos vanilico, siringico, veratrico) em meio
sélido e liquido de cultivo (BARBOSA et al.,, 1996, DEKKER; BARBOSA, 2001;
DEKKER; BARBOSA; SARGENT, 2002).

A producdo da lacase pelo Botryosphaeria sp foi otimizada,
utilizando-se glucose como fonte de carbono, através de um planejamento fatorial e
analise por MRS. As variaveis investigadas foram o tempo de cultivo, concentragéo
de extrato de levedura, agitacdo e concentragcao de alcool veratrilico. O tempo de
cultivo e a concentracdo de AV foram os fatores que mais influenciaram a produgao
da enzima. A condi¢ao 6tima para a produgao dessa lacase foi 4,5 dias de cultivo a
180 rpm e 30,4 mM de AV (VASCONCELOS et al, 2000).

O efeito da aeragao também foi estudado, na producédo de lacase
por Botryosphaeria sp., e demonstrou que o aumento na aeragéo influenciou
positivamente a produgédo de biomassa fungica e da enzima. A atividade da lacase
foi determinada utilizando-se de dois substratos sintéticos, o ABTS [2,2-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)] e DMP (2,6-dimethoxyphenol) (DEKKER;
BARBOSA, 2001).

Além de produtor constitutivo de lacase, o Botryosphaeria sp
também foi caracterizado como ligninolitico, pectinolitico, glucanolitico, celulolitico,
hemicelulolitico, amilolitico e inulinolitico na presenga e na auséncia de alcool
veratrilico (CUNHA et al., 2003).

Em 2004, Garcia e colaboradores classificaram o Botryosphaeria em
nivel de espécie através de técnicas moleculares de PCR (reagdo em cadeia da

polimerase), amplificacdo das regides conservadas e seqlenciamento dos espagos
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internos transcritos (ITS) 1 e 2 e o gene 5.8 S do DNA ribossémico. Por ultimo,
analisou-se as sequéncias em banco de dados. Esse ascomiceto foi identificado
como pertencente a espécie rhodina. A Figura 6 mostra o B. rhodina crescido em

meio solido de Vogel - glucose - agar.

Figura 6 — Colénia do fungo ascomiceto B. rhodina MAMB-05.

A adicédo de Tween 80, 60, 40 e 20 nos cultivos do Botryosphaeria
sp., contendo glucose 1% como fonte de carbono, na presenga e auséncia de AV,
proporcionou um aumento na producgao de lacase por B. rhodina MAMB-05 (GIESE
et al., 2004). Isso pode ser explicado porque esse surfactante é ndo-iénico, pouco
téxico para as membranas biologicas e é constituido por ésteres de acidos graxos de
polioxietileno sorbitol, que estimula a secre¢cdo de proteinas em microrganismos
além de alterar a morfologia e a superficie da parede celular de fungos
(STUTZENBERGER, 1992; DOMINGUES et al., 2000).

Em 2003, Barbosa e colaboradores caracterizaram um
exopolissacarideo (EPS) secretado pelo Botryosphaeria rhodina como uma (-(1-3;
1-6)-glucana, denominado botriosferana. No intuito de aumentar a producéo do EPS,
alguns paréametros de cultivo foram estudados, como a suplementagdo do meio de
cultivo com diferentes fontes de carbono. Alguns resultados preliminares, otimizados
por MSR, mostraram que a adigdo de 6leo de soja e Tween 80 ao meio de cultivo
aumentou da produgao de EPS, indicando a possibilidade de o B. rhodina MAMB-05
ser lipolitico, embora elevadas concentragdes de glucose tenham sido utilizadas

como fonte de carbono para a produg¢ao da beta-glucana (SILVA et al., 2007).
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Em 2007, Dekker e colaboradores utilizaram uma mistura de 6leo de
soja (1% v v') e glucose 1% (m v'') como fonte de carbono no minimo de Vogel
(1956) e constataram a produgéo de lacases e biomassa do ascomiceto B. rhodina
MAMB-05. Observaram um aumento significativo na produ¢do de biomassa fungica
(21,88 + 1,11 g L") em relacdo aos cultivos com apenas glucose (6,25 + 0,51 g L™).
Houve um aumento da producdo de lacase em 6leo de soja (1,74 + 0,09 U mL™)
quando comparado ao controle com glucose (0,36 + 0,15 U mL™). Esse trabalho
sugeriu que a produgao de lacase pelo B. rhodina MAMB-05 poderia ser otimizada

utilizando-se o 6leo de soja como fonte Unica de carbono.

3.8 AsPECTOS GERAIS DOS OLEOS VEGETAIS: A UTILIZACAO DE OLEO DE SOJA COMO
FONTE DE CARBONO PARA A PRODUGAO DE LACASES E LIPASES

Até o presente, nenhum artigo na literatura nacional e internacional
descreveu a producao de lacases, e mesmo de lipase, por B. rhodina MAMB-05
utilizando-se 6leo de soja como unica fonte de carbono em uma condigao otimizada.

Como foi descrito no item 3.4.1, os microrganismos armazenam
energia para manutencdo de suas células, e consequente crescimento e
reprodugdo, através de diversas vias metabdlicas. As fontes de energia sao
incorporadas por assimilagdo dos elementos do meio de cultivo, para serem
utilizados nas distintas vias metabolicas (GALVAGNO; FORCHIASSIN, 2004). Os
Oleos vegetais, que sdo compostos lipidicos conhecidos como triacilglicerdis, podem
ser utilizados como tais fontes de energia. Para que o fungo possa obter energia
através de lipidios é necessario que a agao metabdlica do fungo possa degradar tais
compostos. Para que isso ocorra € preciso que o fungo seja produtor de uma enzima
hidrolase denominada lipase, responsavel pela lise dos triacilgliceréis em acidos
graxos e glicerol que, depois da quebra, sdo degradados em suas respectivas vias
metabdlicas. A via metabdlica para os acidos graxos € conhecida como (-oxidagao
(SILVA, 2007).

Zhang e colaboradores (2002) investigaram e propuseram que as

lacases estao envolvidas na degradagao de alguns triglicerideos como a trilinoleina
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e metil linoleato. Os resultados apresentados mostraram que 20-35% dos
triglicerideos apresentaram degradacéo apos trés horas de reagao

Um dos Odleos vegetais mais conhecidos e utilizados, seja na
industria alimenticia ou nos diversos campos da ciéncia, € o 6leo de soja. Isso se
deve, em grande parte, a sua composi¢cdo que determina o seu valor nutricional,
sabor e propriedades fisicas. Uma relagcéo 4:1 entre acidos graxos poliinsaturados e
saturados € considerada ideal para um oleo de boa qualidade (CAMPOS, M. M.,
1979).

Segundo Moretto e Alves (1986), a maior parte do 6leo de soja é
composta por gordura insaturada. Acidos graxos poliinsaturados (acido linolénico e
linoléico), monoinsaturados (acido oléico) e saturados (acido palmitico e estearico)
correspondem, em média, a 60%, 25% e 15%, respectivamente. O acido linolénico
(componente da fragédo poliinsaturada do 6leo), que corresponde, em média, a 7%
da composig¢ao do 6leo, € um acido graxo émega-3. Os acidos graxos sado acidos
carboxilicos alifaticos de cadeias longas, encontrados em gorduras e 6leos naturais.
Podem ou ndo apresentar ligagdes duplas entre as moléculas de carbono, sendo
classificados como saturados (nenhuma ligagao dupla) ou insaturados (com ligagdes
duplas). Os acidos graxos saturados podem ser monoinsaturados (apenas uma
ligacdo dupla) ou poliinsaturados (mais de uma ligagao dupla). A Tabela 4 apresenta

a composi¢cdo nominal do 6leo de soja Liza®.

Tabela 4 — Composicédo do dleo de soja Liza®.

Informagédo Nutricional (porgédo 15 mL)

Quantidade por porgéao Y% VD™
Valor caldrico 120 kcal o
Carboidratos Og 0
Proteinas Og 0
Gordura total 14 g 17
Gorduras saturadas 2q a
Gorduras monoinsaturadas 4q -
Gorduras poliinsaturadas 89 -
Colesterol O mag 0]
Sodio Dma 0
Vitamina E 2ma 20% IDR™

(*) Valores diarios com base em uma dieta de 2000 kcal
(**) Ingestao diaria recomendada
Ingredientes — Oleo de soja refinado, conservante acido citrico
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A utilizacdo de 6leo de soja como fonte de carbono para o
crescimento fungico e consequente producéo de lacase e lipase € bastante restrita
na literatura e sua aplicacdo contribuira para pesquisas acerca da producgao,
propriedades e aplicacbes das respectivas enzimas produzidas por B. rhodina

MAMB-05, assim como no desenvolvimento de novos processos biotecnoldgicos.
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4 MATERIAL E METODOS

A parte experimental deste trabalho foi realizada nos laboratoérios de
Pesquisa do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, da Universidade
Estadual de Londrina e no laboratério BIOTECLAB do Instituto de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.1 REAGENTES

O dleo vegetal utilizado foi o 6leo de soja da marca Liza — Cargill do
Brasil, embalado em frasco de polietileno, sem conservantes.

A milhocina®, utilizada como fonte organica de nitrogénio, foi doada
gentilmente pela Corn Products Brasil (Mogi Guagu — SP).

Os demais reagentes foram de grau analitico provenientes da
Aldrich, Fluka, Merck, Quimfar, Sigma e Synth.

4.2 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05, isolado de cancro de eucalipto por Barbosa e

colaboradores (1995) e identificado por Garcia et al. (2004).

4.2.1 Manutengao do Microrganismo

O B. rhodina MAMB-05 foi mantido em tubos de ensaio inclinados,

contendo meio sélido de Batata-Dextrose-Agar (BDA), a uma temperatura de 4 +



49

2°C e repicados periodicamente (DEKKER; BARBOSA, 2001). Para a manutencéao
permanente destas cepas foi utilizado o Método de Castellani (CASTELLANI, 1967).

4.3 MEIOS DE CULTIVO

Os meios de cultivo utilizados na pratica cotidiana laboratorial estao

descritos abaixo:

4.3.1 Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Batata 209
Dextrose 29
Agar 1,59
Agua destilada q.s.p. 100 mL

4.3.2 Meio Minimo de Vogel (VOGEL, 1956)

O meio minimo de Vogel (1956) foi utilizado como meio basal para o
desenvolvimento dos cultivos. Para o seu preparo foram dissolvidos em 750mL de
agua destilada, sucessivamente e com agitagdo constante a temperatura ambiente,

os seguintes reagentes:

Citrato de Na.5H,0 150 g
KH,PO4 anidro 250 ¢
NH4NO3 anidro 100 g
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CaCI2,2 Hzo 5 g
Elementos tragos 5mL
Solugao de Biotina 2,5mL

Solugao de elementos tracos foi constituida de:

Acido citrico.H,0 5¢
ZnS0,4.7H,0 59
Fe (NH,4) (SO,),6H.0 19
CuS045 Hy0O 0,25¢
MnSQO4H.0 0,25¢g
H3BO3 anidro 0,05¢
Na;MoO42H,0 0,05¢

O volume final da solugéo de elementos tragos foi ajustado para 100
mL. A solugdo de biotina foi preparada dissolvendo-se 5 mg de biotina (Merck) em
50 mL de agua destilada. O volume final foi completado para 1L. Para o uso, este
meio foi diluido 50 vezes em agua destilada. Nessas condicbes, o pH final desse

meio encontra-se na faixa entre 5,8 e 6,0.

4.3.3 Meio de Vogel (VOGEL, 1956) — Glucose — Agar (VGA)

Para a producao dos indculos foi utilizado o meio de VGA de acordo

com Vasconcelos et al. (2001):

Meio minimo de Vogel (1956) (concentrado) 2 mL
Glucose 19
Agar 29
Agua destilada 100 mL
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4.4 ESTUDOS PRELIMINARES PARA A PRODUCAO DE LACASE EM OLEO DE SOJA E GLICEROL

Para investigar a acdo indutora do 6leo de soja e do glicerol na
producao da lacase por B. rhodina MAMB-05 foi desenvolvido um experimento nas
seguintes condicoes estabelecidas: temperatura 28 + 2°C; agitagao 180 rpm*; pH
inicial 6; tempo cultivo 120 horas.

Os cultivos foram desenvolvidos sob condicdo de fermentagao
submersa, em triplicata, em frascos de Erlenmeyer de 125 mL modificados
(DEKKER; BARBOSA, 2001), contendo 25 mL de meio, mantendo-se a proporg¢ao
armeio (5:1). Foi utilizado o meio basal de Vogel (1956). Em um primeiro
experimento, foi avaliada uma mistura de glucose (10 g L") e éleo de soja 0,5% (v
v'") adicionados ao meio basal. Também foram paralelamente desenvolvidos dois
cultivos-controle: o primeiro, com glucose adicionada ao meio de Vogel (1956), e o
segundo, com somente Oleo de soja, suplementando o meio de Vogel (1956). Em
um segundo experimento, os cultivos continham glucose (10 g L™), glicerol 1% (v v’
"), e 0 meio basal de Vogel. Assim como no experimento anterior, cultivos somente

na presenca de glucose e de glicerol foram realizados.

4.5 PREPARO DOS MEIOS E CULTIVO DO B. RHODINA MAMB-05

Os cultivos para avaliar a produgao de lacase, em escala de frascos,
foram desenvolvidos em triplicata, em frascos de Erlenmeyer de 125 mL
modificados, tendo quatro inser¢des em sua parede (DEKKER; BARBOSA, 2001),
conforme mostra a Figura 7, guardando-se a propor¢ao ar:meio (5:1). Foi utilizado o
meio basal de Vogel (1956) suplementado com Oleo de soja nas seguintes
concentragdes de 6leo de soja (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; € 2% (v v'). Todos os frascos

foram mantidos a 28 + 2°C em incubadora orbital a 180 rpm por cinco dias.
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Figura7 — Frasco de Erlenmeyer com quatro insergcbes na parede modificado por um
vidreiro.

4.5.1 O In6culo

Hifas do ascomiceto B. rhodina foram transferidas dos tubos de
ensaio de manutencao para placas de Petri contendo meio de VGA, descrito no item
4.4.3. As placas foram incubadas durante cinco dias a 28 + 2°C conforme descrito
por Dekker; Barbosa (2001). O inéculo constituiu-se de quatro esferas de 0,7 cm de
didmetro, retiradas de placas distintas contendo hifas homogeneamente distribuidas
do respectivo microrganismo, as quais foram transferidas assepticamente para

frascos contendo meio de cultivo liquido.

4.5.2 Interrupgao dos cultivos

As culturas foram interrompidas através de centrifugacao por 15
minutos a 2236 x g, a 412 °C. Os sobrenadantes foram filtrados em |a de vidro, e
coletados em tubos tipo Falcon em banho de gelo, e posteriormente utilizados para

as determinagdes analiticas e pH..
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A biomassa micelial recuperada apés a centrifugagao foi lavada trés
vezes com agua destilada, para remogado do Oleo residual e, em seguida,

determinada por gravimetria a 70°C até peso constante.

4.6 PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA LACASE PRODUZIDA POR B. RHODINA MAMB-05 EM
OLEO DE SOJA

Apos a escolha da melhor concentragdo de oOleo de soja para a
producdo de lacase, um estudo para se estabelecer o pH 6timo, temperatura,
especificidade do substrato e estabilidade da enzima em relagdo ao tempo foi

realizado.

4.6.1 pH e Temperatura Otimos

O extrato enzimatico foi utilizado nos estudos de caracterizacdo da
enzima. O sobrenadante dos cultivos foi incubado nos diferentes tampdes: KCI-HCI
50mM (pH 1,0-2,0), citrato-fosfato 50mM (pH 3,0-7,0), fosfato de sédio 50 mM (pH
6,0-8,0), e glicina-NaOH 50mM (pH 8,0-11,0) a 30°C; e em varias temperaturas (30°
- 65°C) no pH étimo. Uma curva de pHs foi estabelecida analisando-se os seguintes
valores 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 8,0 e 9,0. A curva de temperatura foi
construida determinando-se a atividade enzimatica nas temperaturas de 30, 40, 45,
50, 55, 60 e 65°C. Até esta fase, todos os ensaios enzimaticos foram conduzidos

utilizando-se a metodologia empregada por Dekker et al. (2007).
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4.6.2 Determinacgao da Especificidade do Substrato

A atividade da lacase foi determinada utilizando-se dois substratos
sintéticos: o 2,2'-azino-bis acido (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)(ABTS); e o 2,6-
dimetoxifenol (DMP), em diferentes tampdes e temperaturas (VASCONCELOS et al.
(2000).

4.6.3 Determinacdo da Estabilidade da Lacase Frente ao Congelamento e

Descongelamento Sequencial

A estabilidade da lacase foi determinada nos extratos enzimaticos da
seguinte forma: aliquotas de 5 mL foram armazenadas apos a interrupgdo de um
cultivo, essas amostras foram congeladas em frascos ambar e a cada periodo de 24
horas uma das aliquotas era descongelada para que se determinasse a atividade

enzimatica, repetindo-se o procedimento até completar 144 horas.

4.7 AVALIACAO E SELECAO DAS FONTES DE NITROGENIO, FOSFATO E [ONS CU?" NA
PRODUGAO DE LACASE

A fonte de nitrogénio do meio minimo de Vogel (1956) foi substituida
por fontes inorgénicas e orgénicas. Quando essas fontes foram organicas,
realizaram-se determinag¢des de agucares totais e redutores.

Os cultivos liquidos foram realizados de acordo com o item 4.5, em
triplicata, na presenca da melhor concentragdo de 6leo de soja como unica fonte de

carbono.
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4.7.1 Efeito da Fonte de Nitrogénio

Os cultivos foram realizados, substituindo-se a fonte de nitrogénio do
meio minimo de Vogel (1956) por sais inorganicos, tais como NaNOj;, NH4ClI,
(NH4)2S0O4, NH4NO3; na concentracao original do meio basal e por fontes organicas
como extrato de levedura, peptona, uréia e milhocina® também nas mesmas
concentragdes originais (100 g L™). A milhocina® foi utilizada na forma de suspensao
baseado na metodologia de Messias (2008). Um experimento sem a presenga de

fonte de nitrogénio foi desenvolvido como controle.

4.7.2 Efeito da Fonte de Fosfato

O efeito da concentracdo de fosfato na producédo de lacase pelo B.
rhodina MAMB-05 foi avaliado tanto na presenca da fonte original do meio minimo
de Vogel (1956) KH,PO4, quanto a substituindo por K;HPO,, NaH,PO,4 ou
NaHPO,4. Um cultivo na auséncia de fonte de fosfato também foi realizado como

controle.

4.7.3 Efeito da Concentracéo de lons Cu?*

Para avaliar o efeito da concentragao de ions cobre na produgao de
lacase, foram analisadas diferentes concentragdes (0; 12,5; 25; 50 e 100 pg mL'1) de
jons Cu®* adicionadas ao meio de cultivo, utilizando como fonte de ions Cu®** o
composto CuS0O4.5H,0.
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4.8 PLANEJAMENTO FATORIAL: O ESTUDO DA PRODUCAO DA LACASE

Selecionadas as variaveis que mais influenciaram a producido de
lacase, ou seja, a fonte de nitrogénio, a fonte de fosfato e a concentragdo de ions Cu?*,
0os parametros para aumentar a producdo da lacase foram estudados através de um
planejamento composto central (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007).

Um delineamento fatorial para trés varidveis em dois niveis (2° pontos
fatoriais) foi empregado para a obtengédo das condigdes 6timas de producdo da lacase
em O6leo de soja. As variaveis e os respectivos valores codificados e decodificados, para

0s varios niveis, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Variaveis do meio de cultivo para a producdo de lacase e respectivos
niveis utilizados no Planejamento Composto Central 2° (PCC).

VARIAVEIS EM NIWVEIS CODIFICADOS
EXPERIMENTOS

o B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
2 -1 -1 +1
=1 +1 -1 +1
I -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
a +1,68 Q Q
10 -1,68 Q Q
11 Q -1(%) Q
12 o +1,68 Q
13 Q 0 +1,68
14 Q 0 -1,68
15 (0) Q Q Q
16 (0) Q Q Q
17 (0) Q 0 0
. ) Varaveis em niveis decodificados
Vanavels -1,68 -1 0 +1 +1,68
A ICu?*] (pg mL") 8 25 50 75 100
B__ [KHzP Q4] (g L) Q Q 125 2320 335
C_ [NaNO3] (gL 16 50 100 150 184

(*) - Nao ha concentragéo negativa por isso ndo se utilizou nenhuma concentragéao.
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O planejamento, desenvolvido em duplicata, foi composto por 17
experimentos, sendo seis axiais (dois pontos axiais para cada variavel) e trés
repeticdes no ponto central. Em cada caso a atividade da lacase foi determinada e
os dados foram ajustados em um modelo polinomial de segunda ordem, conforme a

equacao (2) a seguir:
Y:,Bo"'ZﬂiXi +Zﬂinin +Z:BiiXi2 (2)

na qual Y é a variavel de resposta desejada, B, a constante, 3 o
coeficiente para o efeito linear, Bi o coeficiente para o efeito quadratico, B; o
coeficiente para o efeito de interacdo das variaveis, X; e X; representam os valores
codificados das variaveis x; e x;. A equacdo quadratica descrita acima foi utilizada
para a plotagem das superficies de resposta para as variaveis.

Os diagramas de Pareto foram utilizados para facilitar a visualizagao

dos efeitos principais e suas interacoes.

4.9 INVESTIGACAO DA PRODUCAO DE LACASE EM BIORREATORES

A partir dos resultados da otimizacdo da produgdo de lacase em
frascos de Erlenmeyer quanto as concentragbes de N, P e Cu, utilizou-se um
biorreator de bancada de 2L Biostat® B. BRAUN BIOTECH INTERNATIONAL.

O biorreator, apresentado na Figura 8, constitui-se de:

1. Camisa ou tanque com capacidade de 2L,

2. Sistema de agitacdo com duas pas associadas a um eixo central
responsavel pela freqliéncia da agitagao (rpm);

3. Sensores para controle do percentual de oxigénio dissolvido (a),
temperatura (b) e pH (c);

4. Mangueira para retirada de amostra;



58

5. Entradas conectadas as mangueiras, acopladas a trés bombas

peristalticas para adicdo de acidos, bases e anti-espumantes;

6. Entrada de ar ligada a uma mangueira, conectada a um filtro, para

entrada de ar;

7. Controlador de fluxo de ar.

Sensorde pH

Sensor de O;
dissolvido

Bomba
peristaltica

| Entrada do inéculo

Controlador
de fluxo de ar

| Coletador de amostra

Entrada de O

Figura 8 — Biorreator utilizado na producgao de lacase por B. rhodina MAMB-05.

N&o existiam registros na literatura de que o fungo ascomiceto B.

rhodina MAMB-05 tenha sido cultivado em biorreatores. Portanto, alguns parametros

para a produgéo de lacase por esse microrganismo foram investigados, na busca de

se encontrar condi¢gdes que favorecessem a producgao desta polifenol oxidase.
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4.9.1 Cultivos em Biorreatores

Quatro experimentos foram desenvolvidos para estabelecer
condicdes que favoreceriam a producio da lacase por B. rhodina MAMB-05. Todos
os cultivos foram realizados utilizando-se meio minimo de Vogel (1956) modificado,
como descrito no item 4.7, suplementado com 6leo de soja como unica fonte de
carbono. As condigdes comuns para todos os quatro experimentos foram: a
temperatura, mantida em 28 °C; a agitacao, constante em 200 rpm; a aeracéo de 1
vvm; e tempo de cultivo de 168 horas. Previamente foi realizado um pré-inéculo,
constituido de uma por¢cado de hifas do B. rhodina MAMB-05, as quais foram
transferidas do cultivo estoque para placas de Petri contendo o meio VGA. As placas
foram incubadas por um periodo de 5 dias a 28 + 2°C. Apds esse periodo, 20
esferas de 0,7 cm de didmetro foram adicionadas a um frasco de Erlenmeyer de 1L
contendo meio minimo de Vogel (1957) modificado e glucose (10 g L™). O pré-
in6culo foi mantido sob cultivo estatico em estufa de crescimento por 5 dias a 28 +
2°C.

4.9.2 Experimento 1

Para o desenvolvimento deste cultivo os parametros pH e In6culo
foram as variaveis investigadas quanto as suas possiveis influéncias sobre a
producao de lacase. Para o indculo, o micélio do pré-indculo foi retirado do frasco de
Erlenmeyer, lavado assepticamente, com agua destilada estéril. A partir desse
micélio lavado, 20 esferas de 0,7 cm de didametro foram retiradas e adicionadas
assepticamente ao biorreator. O pH nao foi controlado.

Para as determinag¢des analiticas e enzimaticas, aliquotas de 12 mL
foram coletadas a cada intervalo de 24 horas, iniciando-se a contagem a partir do
inéculo (coleta da primeira amostra). O experimento foi mantido ativo por um periodo
de 168 horas.
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4.9.3 Experimento 2

Um segundo cultivo foi desenvolvido para a avaliagdo da produgéo

da lacase quando o pH do meio foi controlado em 6, durante as 168 horas de cultivo.

4.9.4 Experimento 3

O pH e Inoculo foram novamente as variaveis investigadas quanto
as suas possiveis influéncias sobre a produgao da lacase. Apds o cultivo do pré-
in6éculo, todo o micélio fungico foi homogeneizado em um liquidificador previamente
esterilizado e uma aliquota deste homogeinato foi analisada no microscopio 6ptico
para constatar a presenga de células integras.

O homogeinato foi transferido para tubos de centrifuga estéreis, e
centrifugados por um periodo de 15 minutos a 2236 x g a 4°C. O precipitado foi
ressuspendido em uma solugdo fisioldgica de NaCl 0,9% (m v') estéril . A
suspensao homogeneizada de micélio foi diluida adequadamente até se obter a
densidade 6ptica entre 0,4 e 0,5 a 400 nm, conforme descrito por Barbosa et al.
(2003). Esta solugao diluida continha, aproximadamente, de 200 a 260 ug de micélio
seco por mL de suspensao de micélio. O inéculo (20 mL) desta solugao padronizada
de hifas fungicas foi adicionado ao meio de cultivo esterilizado, no biorreator de 2L.
Portanto, o indculo constituiu-se de 1% (v v'') de uma solugdo padronizada de hifas
fungicas. O pH do cultivo foi mantido constante em 6.

No ultimo dia de cultivo todo o conteudo do biorreator foi filtrado e
lavado exaustivamente, para retirada do 6leo residual, com agua destilada para
estimar a biomassa fungica por peso seco. A estimativa da biomassa foi realizada

juntamente com a retirada das aliquotas diarias do extrato enzimatico.
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4.9.5 Experimento 4

Um quarto experimento foi realizado também tendo o inéculo e o pH
como variaveis. Apos o pré-inodculo, 4 esferas de 0,7 cm de didmetro foram
transferidas para frascos de Erlenmeyer (125 mL), modificados, contendo meio
minimo de Vogel (1956) ja otimizado. O inéculo foi mantido sob agitagdo constante
em incubadora orbital durante 48 horas a 28+2°C e 180 rpm (BARBOSA et al.,
2003). Apos esse periodo de crescimento, as 4 esferas utilizadas foram retiradas e
uma aliquota de 20 mL deste meio de cultivo, contendo hifas fungicas, foi adicionado

ao biorreator, junto do 6leo de soja em 1% (v v') como fonte de carbono.

4.10 METODOS ANALITICOS

4.10.1 Determinacao de Proteinas Totais

As proteinas extracelulares foram determinadas pelo método de
Hartree (1972), que é o método modificado de Lowry et al. (1961). O principio do
método baseia-se em duas etapas, na primeira a proteina reage com o reativo
cupro-alcalino, formando um complexo. Na segunda etapa ocorre a redugéo dos sais
de fosfomolibdato e fosfotungstato do reativo de Folin Ciocalteu pela tirosina
presente nas moléculas protéicas. Para a quantificacdo das proteinas totais,
construiu-se uma curva de calibracao utilizando-se como padrdo soro albumina

bovina (0,1 mg mL™"). As leituras das amostras foram realizadas a 650 nm.
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4.10.2 Determinagao dos Acucares Redutores e Totais

A determinacdo quantitativa de acucares redutores foi realizada pelo
método de Somogyi (1954) e Nelson (1944). O método baseia-se na reagao que
ocorre entre as extremidades redutoras dos agucares presentes no filtrado, ou seja,
as moléculas de glicose que reduzem o reativo cupro-alcalino de Somogyi,
resultando em oOxido cuproso. Este, em presenca do reativo arsenomolibidico de
Nelson, forma um complexo de 6xido de molibdénio de cor azul estavel. A cor
desenvolvida é proporcional a concentragado de agucares presentes e é estavel por
varias horas. O padréao utilizado para construgdo da curva de calibragdo foi glucose
1 gL™". As leituras das amostras foram feitas a 540 nm.

Os acucares totais foram determinados pelo método do Fenol-Acido
Sulfarico, conforme Dubois et al. (1956). O método é baseado na reacdo de
desidratacéo, a qual ocorre com as pentoses e hexoses, convertendo-as em furfural
e hidroximetilfurfural, respectivamente, que reagem com o fenol, formando um
complexo colorido alaranjado. Esse complexo, quando envolve pentoses, absorve
na regiao espectral de 480 nm, ja quando envolve hexoses, absorve em um
comprimento de onda de 490 nm. O padréao utilizado nas dosagens dos agucares foi

glucose 100 pg mL™.

4.10.3 Determinagédo da Biomassa Microbiana

A biomassa fungica foi estimada por gravimetria, através de
secagem em estufa a 70°C até peso constante. O método baseia-se na retengcao da
biomassa em papel de filtro, previamente dessecado e pesado. A biomassa retida no
papel foi lavada com agua destilada inumeras vezes para a remogédo do dleo
residual. Apos essa fase, o conjunto foi colocado em estufa de secagem até
obtencdo de peso constante. Para encontrar o peso seco do micélio calculou-se a

diferenca do peso do papel e do peso total dos sélidos com o filtro.
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4.10.4 Determinagao da Atividade de Lacase sobre ABTS

A atividade enzimatica da lacase foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando-se o ABTS como substrato, conforme descrito
por Barbosa; Dekker; Hardy (1996). O volume final do ensaio enzimatico foi de 1 mL,
e o sistema de incubagao continha 50 uL de ABTS (50 mM em agua deionizada),
150 uL de tampao Mcllvaine (pH 3,0 - 120 mM), solugao enzimatica (0,1 a 0,8 mL) e
agua deionizada para completar o volume, se necessario. Este ensaio foi incubado
durante 5 minutos em banho-Maria termostatizado a 50°C. As leituras foram
desenvolvidas a 420 nm (¢ = 36000 M cm™). A unidade de atividade da lacase é
definida como o numero de umol de ABTS oxidado por minuto por mL de extrato

enzimatico, nas condi¢des descritas.

4.10.5 Determinacao da Atividade de Lacase sobre DMP

A atividade enzimatica da lacase também foi determinada
espectrofotometricamente, utilizando-se o DMP como substrato, conforme descrito
por Barbosa; Dekker; Hardy (1996). O volume final do ensaio enzimatico foi de 1 mL,
e o sistema de incubagéo continha 150 uL de DMP (10 mM em agua deionizada),
150 uL de tampao Mcllvaine (pH 6,5 - 120 mM), solugao enzimatica (0,1 mL) e agua
deionizada para completar o volume. Este ensaio foi incubado durante 5 minutos em
banho-Maria termostatizado a 45°C. O comprimento de onda utilizado foi 468 nm (e
= 10000 M cm™). A unidade de atividade da lacase é definida como o nimero de
umol de DMP oxidado por minuto por mL da solugdo de enzima nas condigbes

descritas.
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4.10.6 Determinagao da Atividade de Lipase

A atividade enzimatica da lipase foi determinada através de
espectrofotometria, baseado na hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP), em
pH 8, 55°C por 2 minutos. Este método foi descrito inicialmente por Winkler e
Stukamm (1979), e modificado por Lima et al. (2004). O método consiste na hidrdlise
do pNPP pela lipase, em meio aquoso contendo o surfactante Triton X-100. A
liberagdo do p-nitrofenol, de coloragdo amarela, foi observada em um comprimento
de onda de 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica é definida como a
liberagao de 1 pmol de pNP (p-nitrofenol) por minuto por mL da solugéo enzimatica.
Para relacionar a concentragao do produto com a absorbancia da leitura foi utilizado

o coeficiente de extingdo molar (¢ = 1,5 x 10* L mol™ cm ™).
Procedimento experimental:

e Solugédo A: palmitato de p-nitrofenila em isopropanol, em uma concentragao
de 3,0 mg/mL.

e Solugédo B: 2 g de Triton X-100 dissolvidos em 450 mL de tampao Fosfato
0,05 mol/L, pH 8,0.

Foi adicionado, lentamente e sob agitacdo continua, 1 mL da
solucédo A em 10 mL da solucdo B. A mistura reativa foi realizada imediatamente
antes da determinacdo da atividade, pois o substrato é instavel quando em meio
aquoso. Para o inicio da reacao, 0,9 mL da mistura foi adicionada em um tubo de
ensaio juntamente com 0,1 mL do extrato enzimatico, em banho-Maria a 55°C por 2
min. Apds o tempo da reacdo, a leitura da absorbancia foi realizada em um

comprimento de onda igual a 410 nm.
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4.11 METODOLOGIA ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados pela analise de variancia
(ANOVA). As analises foram discorridas ao nivel de significancia de 95% (p < 0,05),
com o auxilio do programa GraphPad Prism versao 4.0. As analises referentes a
metodologia de superficie de resposta foram realizadas com o programa Statistic

(Statsoft Inc.) verséo 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES BIoQuiMICAS DA LACASE PRODUZIDA POR B. RHODINA MAMB-05 NA
PRESENCA DE OLEO DE SOJA COMO FONTE DE CARBONO

Varios substratos tém sido relatados para determinar a atividade de
lacase, tais como guaiacol, seringaldazina, o-dianizidina, ABTS (2,2' — azino-bis-
acido — (3 — etilbenzotiazolina — 6 — sulfénico)), DMP (2,6 — dimetoxifenol), entre
outros. Entretanto, os dois ultimos citados tém sido os mais descritos nos artigos
cientificos, sendo também os utilizados neste trabalho.

A atividade da lacase pelo B. rhodina MAMB-05 produzida em 6leo
foi 0,44 £+ 0,02 U mL'1, quando determinada pelo substrato sintético ABTS, e 0,04 +
0,005 U mL™", quando na presenca do DMP. A andlise de variancia mostrou que
existe diferenca significativa (p < 0,05) entre os substratos analisados a 5% de
probabilidade, portanto para os experimentos subsequentes padronizou-se o
substrato ABTS para a determinagao da atividade da lacase.

Cunha e colaboradores (2003) avaliaram a atividade da lacase
produzida em diferentes fontes de carbono por Botryosphaeria sp., tanto em ABTS,
quanto em DMP. Em todas as fontes utilizadas a atividade da enzima sobre o ABTS
foi maior do que a atividade sobre o substrato DMP. Rezende e colaboradores
(2005) investigaram a produgéo de lacase por Pleurotus ostreatus na presenca do
herbicida Scepter® e utilizaram ambos os substratos sintéticos citados. Nesse caso,
a atividade da lacase induzida pelo herbicida foi maior com o DMP (4,5 U mL™") do
que com o ABTS (3 U mL™).
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5.1.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade da Lacase de B. rhodina MAMB-05

Produzida em Oleo de Soja como Unica Fonte de Carbono

Tanto Xu (1996) quanto Cunha e colaboradores (2003), apontam
que as lacases possuem um amplo espectro de valores de pH para diferentes
substratos. A Figura 9 apresenta o perfil de pH da lacase de B. rhodina MAMB-05
determinada com o substrato ABTS, indicando que o pH étimo foi 3. Este resultado
confirma os relatados de Dekker e Barbosa (2001), quanto ao valor de pH
determinado para este substrato. O pH e temperatura 6timos da lacase de B. rhodina
MAMB-05, produzida na presenca de alcool veratrilico e glucose 1% (m v'') como
fonte de carbono, foram determinadas previamente por Vasconcelos e
colaboradores (2000). Para avaliar se o 6leo de soja como fonte de carbono interfere
nesses parametros, os mesmo foram determinados com a lacase produzida
conforme descrito no item 4.6.2. Concluiu-se que fontes de carbono diferentes
parecem nao afetar a sintese da lacase, visto que o pH 6timo foi identico tanto para
a lacase produzida em glucose e alcool veratrilico (Dekker e Barbosa, 2001) quanto

a produzida em 6leo de soja.
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Figura 9 — pH ¢6timo para atividade da lacase em ABTS produzida por B. rhodina MAMB-05
utilizando éleo de soja como unica fonte de carbono.
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A Figura 10 compara o perfil de atividade da lacase de B. rhodina
MAMB-05 em diferentes temperaturas, detectada com os substratos ABTS e DMP.
Os valores de temperatura ideal foram 50°C e 45°C, respectivamente. Novamente,
houve a confirmagdo dos resultados relatados por Dekker e Barbosa (2001),
indicando a possibilidade de ser a mesma enzima produzida em diferentes fontes. A
comprovacao desta afirmagao podera ser obtida através de experimentos futuros de

eletroforese e ou purificagao desta polifenol oxidase obtida em diferentes fontes.
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Figura 10 — Temperatura 6tima para atividade da lacase de B. rhodina produzida em 6leo
de soja como unica fonte de carbono tanto em ABTS como em DMP.

5.1.2 Determinagdo da Estabilidade da Lacase Frente ao Congelamento e

Descongelamento Sequencial

As exoenzimas normalmente sao mais estaveis do que as
endoenzimas, visto que irdo exercer atividade extracelularmente. Geralmente sao

glicoproteinas e a porcao glicidica confere a elas maior estabilidade.
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Varias exolacases fungicas tém sido purificadas e apresentam
diferentes concentragdes de carboidratos participantes de sua estrutura quimica. As
lacases do B. rhodina MAMB-05 ainda n&o foram purificadas até homogeneidade.

As determminagbes enzimaticas sempre foram desenvolvidas logo
apos a interrupcao dos cultivos. As lacases de B. rhodina MAMB-05 produzidas em
glucose como fonte unica de carbono e alcool veratrilico também ja foram
congeladas e liofilizadas. Solugbes preparadas com a enzima liofilizada sempre
apresentaram atividade. Entretanto, ainda ndo era conhecido o grau de estabilidade
da lacase de B rhodina MAMB-05 produzida em 6leo, depois de congelada e
descongelada por varias vezes consecutivamente. A Figura 11 mostra o perfil dessa

estabilidade durante sete dias consecutivos.
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Figura 11 — Estabilidade da lacase produzida por B. rhodina MAMB-05 em o6leo de soja
como fonte Unica de carbono frente ao congelamento e descongelamento
sequencial.

As atividades de lacase foram determinadas tanto com ABTS quanto
com DMP. Ao atingir 168 horas (7dias) de congelamento e descongelamento, a
atividade da lacase determinada com ABTS apresentou 64% de sua atividade
mostrando maior estabilidade quando comparada com o substrato DMP que

apresentou somente 21% de atividade.
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Estes resultados sugerem a possibilidade de que a lacase detectada
com ABTS seja diferente da detectada com DMP, sendo, possivelmente,
isoenzimas. Entretanto, somente apds a purificagcdo até homogeneidade € que se

podera responder esta hipbtese.

5.2 EFEITO DA ADICAO DE OLEO DE SOJA E GLICEROL NA PRODUCAO DE LACASE PELO B.
RHODINA MAMB-05

A utilizagao de 6leo de soja como fonte de carbono no cultivo do B.
rhodina MAMB-05, para a producéo de lacase, deve-se ao fato de que esse 6leo é
produzido em grande escala no Brasil, sendo um substrato barato. Também tendo
em vista o baixo custo, também foi testado o glicerol, que por ser um subproduto do
processo de producgdo do biodiesel, seja por transesterificagdo, processo alcalino ou
enzimatico, vem sendo cada vez mais produzido desde que entrou em vigor no
Brasil a Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que obriga que a matriz energética,
ou seja, ao diesel comercial, sejam adicionados 5% de biodiesel (RANGANATHAN
et al. 2008).

Com o objetivo de avaliar a produgdo de lacase pelo B. rhodina
MAMB-05, cultivou-se o ascomiceto na presenca de glucose 1% (m v'"), éleo de soja
1% (v v7), glucose 1% (m v') + 6leo de soja 0,5% (v v'), glicerol 1% (v v') e
glucose 1% (m v') + glicerol 1% (v v''), como suplemento ao meio minimo de Vogel
(1956).

Na Figura 12 estdo apresentados os resultados referentes a
producdo de lacase pelo B. rhodina MAMB-05 nas diferentes fontes de carbono
estudadas. Quando o microrganismo foi cultivado em glucose 1% (m v™'), a atividade
especifica da lacase foi 1,22 + 0,03 U mg™. Estes resultados confirmaram os relatos
de Barbosa e colaboradores (1996) que classificaram a lacase como uma enzima
constitutiva para este microrganismo. A produgao de lacase na presencga de 6leo de
soja 1% (v v'") (2,91 + 0,03 U mg™) e glicerol 1% (v v'') (1,97 + 0,14 U mg™) fol
superior & atividade do cultivo contendo apenas glucose 1% (m v') (1,22 + 0,04 U

mg™'), 0 que sugere a atuacdo positiva do 6leo de soja e do glicerol no metabolismo
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do B. rhodina MAMB-05, favorecendo a sintese da lacase. Rodriguez Couto e
colaboradores (2006) estudaram a produgao de lacase pelo fungo Trametes hirsuta
e comprovaram que na presenga de glicerol a atividade da lacase foi 19,4 U L
enquanto que na presenca de glucose diminuiu para 10,6 U L. Esses autores
concluiram que o glicerol como fonte de carbono também atuou positivamente na

sintese da lacase.
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Figura 12 — Atividade especifica da lacase e biomassa de B. rhodina MAMB-05 produzida
em diferentes fontes de carbono.

A Figura 12 apresenta uma comparagao da produgao de biomassa
nas diferentes fontes de carbono avaliadas. Nao houve diferengca entre os valores
(aproximadamente 4 g L") de biomassa nos cultivos que continham somente
glucose ou glicerol, porém na presengca da mistura glucose e glicerol houve um
aumento de duas vezes o valor obtido apenas com glucose (8 g L™).

Os valores de pH final ndo sofreram nenhuma alteracdo em todos
os cultivos, permanecendo em torno de 7 para todas as condigdes.

Comparando-se a producdo de lacase por B. rhodina MAMB-05
tanto na presenca de glicerol (1,97 + 0,14 U mg™) quanto na de o 6leo de soja (2,91

+0,03U mg'1), optou-se por dar continuidade nos experimentos subsequentes com
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esta ultima fonte de carbono, por ter apresentado atividade mais significativa. Esse
resultado confirma a afirmacdo de Dekker e colaboradores (2007), quando
descreveram que o microrganismo B. rhodina MAMB-05 é capaz de crescer e
produzir lacase em o6leo de soja, como fonte de carbono, quando incorporado ao
meio minimo de Vogel (1956) contendo glucose 1% (m v™).

Considerando-se que o B. rhodina MAMB-05 produziu lacase
quando cultivado em 6leo de soja 1% (v v') optou-se por avaliar diferentes

concentracdes desse 6leo, em busca da melhor delas, conforme mostra a Figura 13.
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Figura 13 — Produgdo de lacase e biomassa por B. rhodina MAMB-05 em diferentes
concentragdes de dleo de soja.

A partir dos resultados apresentados na Figura 13, pode-se concluir
que, dentre as concentragdes investigadas, a melhor para a produgao de lacase foi
1% (v v'") de dleo de soja (0,19 + 0,01 U mg™). Isso porque, em 2% (v v'') de dleo
de soja a produgao da lacase foi reprimida devido a elevada concentragao de fonte
de carbono, o que proporcionou um desvio metabdlico para a produgao de biomassa
fungica, maior (9,56 + 0,63 g L) se comparada com as outras concentragdes.

A Figura 14 mostra o perfil de produgédo de lacase por B. rhodina

MAMB-05, em cultivos submersos, utilizando dleo de soja 1% (v v'') como Unica
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fonte de carbono. A maxima producgéo foi obtida em 5 dias de cultivo (120 horas),
detectada por ABTS (0,48 + 0,004 U mL™") e por DMP (0,04 + 0,007 U mL™).

—o— ABTS  -~+-- DMP

— 0.040
0.036
0.032
0.028
0.024
0.020
0.016
0.012
0.008
0.004
- 0.000

Atividade da Lacase (U mL™)

1~ 1 * 1 1T 1T ™ 1T ™ 1T 7' 1
0 24 48 72 9% 120 144 168 192

Tempo (h)

Figura 14 — Perfil da produgcdo de lacase por B. rhodina MAMB-05 em meio de Vogel
(1956) suplementado com 1% (v v'') de éleo de soja.

Estes resultados confirmaram os previamente obtidos por
Vasconcelos e colaboradores (2000), embora tenham utilizado glucose como fonte
de carbono e alcool veratrilico como indutor, cuja produgdo maxima de lacase

ocorreu entre 96 e 120 horas.
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5.3 EFEITOS DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO, FOSFATO E CONCENTRACOES DE
iONS CU?* NA PRODUCAO DA LACASE EM OLEO DE SOJA COMO FONTE DE CARBONO
POR B. RHODINA MAMB-05

Fontes de nitrogénio, fosfato e concentracdo de cobre séao
parametros de cultivo que influenciam a sintese da lacase (Dekker et al., 2007).
Entretanto, estes parametros parecem estar também vinculados a fonte de carbono
utilizada. Objetivando-se avaliar os trés parametros acima referidos, o B. rhodina
MAMB-05 foi cultivado em 6leo de soja variando-se as fontes de nitrogénio, fosfato e

concentracio de ions cobre.

5.3.1 Efeito de Diferentes Fontes de Nitrogénio Inorganicas e Organicas na
Producéo de Lacase por B. rhodina MAMB-05 em Oleo de Soja como Unica

Fonte de Carbono

A Tabela 6 mostra os resultados da influéncia das diferentes fontes
de nitrogénio avaliadas na producgao de lacase por B. rhodina MAMB-05. As fontes
estudadas foram, NH4Cl, NaNOs, (NH4)>SO4, NHsNO; e, também, extrato de
levedura, uréia, peptona e milhocina®. As fontes inorganicas de nitrogénio exerceram
uma influéncia maior na producédo da lacase do que as fontes organicas. A maior
atividade de lacase (2,49 U mg™) foi detectada quando utilizou-se NaNO3; como fonte
de nitrogénio.

Resultados semelhantes foram obtidos por Dekker e colaboradores
em 2007, mas utilizando glucose como fonte de carbono. Para o B. rhodina MAMB-
05 cultivado em glucose com ou sem adi¢c&do de alcool veratrilico, a melhor fonte de
nitrogénio foi NH4sNO3, sugerindo que se variando a fonte de carbono, a fonte de
nitrogénio também pode afetar a sintese da lacase positiva ou negativamente. Essa
hipétese pode é endossada pelos estudos de Stajic e colaboradores (2006), que
afirmaram que a assimilagao de fontes de nitrogénio por microrganismos produtores

de lacase varia para cada cepa e de acordo com a composi¢ao do meio de cultivo.
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A producgao da lacase por B. rhodina MAMB-05 em déleo de soja foi
muito baixa em NH4Cl como fonte de nitrogénio. De acordo com Dekker e
colaboradores (2007), isso pode ter acontecido porque o ion cloreto exerce agao
inibitéria sobre a lacase, provavelmente através da interacdo do ion cloreto com o

cobre que faz parte do sitio ativo da enzima.
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Tabela 6 — Influéncia de fontes de nitrogénio na producao de lacase, pH final dos cultivos e biomassa produzida por B. rhodina

MAMB-05.
Fontes de Atividade Atividade H
Nitrogénio Volumeétrica Especifica Fi%gl" Biomassa (g L')® Agucar total (mg mL")® Agucar Redutor (mg mL")"
(U mL")? (U mg)* R
Inorganicas
Sem nitrogénio 0,009 + 0,001 0,25 +0,002 6,5 8,48 - -
NHaCl 0,003 + 0,000 0,02 + 0,001 3,9 7,56 - -
NaNQ3 0,22 + 0,007 249+ 0092 8,1 8,84 - -
(NH4)2504 0,12 +0,010 146+0175 7.0 10,64 - -
NH4NOz 0,01 + 0,000 0,05 +0,007 5.0 8,04 - -
Organicas
Extrato
Levedura 0,323 +0,0110 0,993+ 0,035 8,0 11,00 11,97 173
Ureia 0,0007 + 0,0009 0,003 + 0,001 8.4 8,96 8,54 1,40
Peptona 0,012 + 0,0006 0,042 + 0,002 7.3 8,68 13,26 1,93
Milhocina® 0,21 +002 1,73+ 0,19 6,5 9,04 8937 1,51

(a) — Média das triplicatas + SD (b)- Média das triplicatas

pH inicial de todos os cultivos = 6,0
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5.3.2 Efeito de Fontes de Fosfato na Producéo de Lacase por B. rhodina MAMB-05

em Oleo de Soja como Unica Fonte de Carbono

Quatro fontes de fosfato foram avaliadas na produgéo de lacase por
B. rhodina MAMB-05. Foram analisadas as fontes KH,PO4, Na,HPO4, NaH,POy,
KoHPO4 e também a auséncia de fosfato. Todas elas forma testadas na
concentragdo da fonte original do meio minimo de Vogel (1956). Os resultados

desse experimento estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Influéncia de fontes de fosfato na producédo de lacase por B. rhodina

MAMB-05.
Fontes de Atividade Atividade
Fosfato Volumétrica Especifica pH Biomassa (g L)
(UmL"p (Umg"'f Final
S5/ Fosfato 0.030+0.005 021+0036 8.4 976
NazHPO4 0,004 £ 0,000 0,02 0,004 77 8.13
KHzPO4 0,250+ 0,028 1,59 +0,070 6.6 6,12
NaHzPQas 0,006 + 0,000 0,06 +0,004 6.5 443
KzHPO4 0032 +0003 020+0025 T3 6.79
(a) — média de triplicatas + SD (b) — média de triplicatas ***pH inicial de todos os cultivos = 6,0

Os resultados indicaram que a fonte de fosfato original do meio
minimo de Vogel (1956), KH,POy4, foi @ melhor para a producédo de lacase por B.
rhodina MAMB-05 na presenga de dleo de soja, quando comparada as outras fontes
testadas (p < 0,05). A maxima atividade enzimatica foi 0,25 + 0,028 U mL™" e 1,59 +
0,07 U mg'1. Os dados apresentados na Tabela 7 mostraram que, na auséncia da
fonte de fosfato, a produgdo de biomassa foi afetada positivamente (9,76 g L™),
gquando comparada a fonte original do meio basal que contém como fonte de fosfato
KH,PO4 (6,12 g L™), ja na presenca da fonte NaH,PO,, a produgao foi ligeiramente
afetada repercutindo num decréscimo da quantidade de biomassa produzida (4,43 g
L.
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De acordo com a literatura cientifica, ndo somente os resultados
desta pesquisa mostram que a presenca de KH,PO4 no meio de cultivo influencia
positivamente a atividade da lacase. Cavallazzi, Oliveira e Kasuya (2004) estudaram
a producao de lacases por Lepista sordida utilizando KH,PO4 como fonte de fosfato
junto ao meio de cultivo. Seus resultados mostraram que, na presencga dessa fonte,
no sétimo dia de cultivo a atividade da lacase foi igual a 140 U L'1, maior atividade
enzimatica encontrada quando comparada as outras fontes. Baseado nos resultados
encontrados nesta pesquisa e nos resultados mostrados na literatura cientifica, a
fonte escolhida para o estudo da produgdo de lacase através de um planejamento
fatorial foi KH2POs.

5.3.3 Efeito da Concentragdo de ions Cu®* na Producdo de Lacase por B. rhodina

MAMB-05 em Oleo de Soja como Unica Fonte de Carbono

Palmieri e colaboradores (2000) descreveram que ions cobre
induzem a produgcdo de lacase em Trametes versicolor, Phanerochaete
chrysosporium e Pleurotus ostreatus.

Com o objetivo de investigar a influéncia de diferentes
concentragdes de ions Cu®* na producdo de lacase por B. rhodina MAMB-05, um
experimento foi desenvolvido utilizando as seguintes concentragdes de CuS0O,4.5H,0
no meio de cultivo 0; 12,5; 25; 50 e 100 ug mL". Na Tabela 8 estdo presentes os
valores das atividades de lacase volumétricas, especificas, pH final dos cultivos e

biomassa.
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Tabela 8 — Influéncia de diferentes concentragées de ions cobre na producédo de lacase
por B. rhodina MAMB-05.

Concentragio Atividade Atividade
de ions Cu® Volumétrica Especifica pH® Biocmassa
(ug mL") (UmL") (Umg") (g L)
Sem cobre 0,26 +0,023 266 +0 301 6,2 6,02
125 133+£0106 1920177 6,3 6,23
25 216+x0077 1715+302 6.1 6,01
a0 274+0075 1862 + 0,36 6,2 5,35
100 1,85 +0,008 11,64 + 0,048 6,1 4 87

(a)— Média de triplicatas + SD (b) — Média de triplicatas

*kk

pH inicial de todos os cultivos = 6,0

A andlise da Tabela 8 mostra que na auséncia de cobre o
ascomiceto B. rhodina MAMB-05 produz uma quantidade infima de lacase (0,26 +
0,023 U mL'1), 0 que confirma que essa enzima seja cobre-dependente. Nota-se
também que a maxima atividade enzimatica (18,62 + 0,36 U mg™) foi alcancada
quando se utilizou uma concentragao de 50 ug mL™" de CuS04.5H,0.

De acordo com Dekker et al. (2007), a quantidade de cobre
requerida para a produgdo de lacase varia para cada fungo, estima-se que a
concentragdo deste indutor ao meio de cultivo deva estar entre 0,003 e 40 ug mL™,
muito embora haja relatos na literatura do uso de 320 pug mL" de CuSO4, como a
melhor concentragdo para determinada produgao enzimatica.

Ainda segundo o0s mesmos autores, quando concentragdes
superiores a 41 ug mL™ de CuS0,.5H,0 foram adicionadas ao meio de cultivo do B.
rhodina MAMB-05 na presencga de glucose 10 g L™, a produgdo de biomassa foi
afetada negativamente, reduzindo em 16% a sua totalidade.

Essa tendéncia na diminuigdo da biomassa fungica também pode
ser verificada neste trabalho. Na Tabela 8 estdo demonstrados os resultados que
evidenciam que concentragdes superiores a 50 ug mL" de CuSO, reduzem a
producao de biomassa do B. rhodina MAMB-05.

Baldrian e Gabriel (2002) demonstraram que a biomassa produzida

por Pleurotus ostreatus reduz de 3,1 mg mL™ para 1,2 mg mL ' quando 5 mM Cu é
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utilizado no cultivo. Para os autores a presenga do cobre nao so induz a lacase pela
expressao do gene da lacase, mas também afeta positivamente a estabilidade da
enzima.

Além dessas vantagens, Tychanowicz et al. (2006) e Hao et al.
(2007) afirmaram que altas concentragdes de cobre ou de compostos aromaticos
aumentam a producao de lacase pelo ascomiceto Podospora anserina e que essa
enzima atua num mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo provocado por
radicais livres. O mecanismo de acao baseia-se na formag¢ao de um quelato entre os

ions cobre durante o processo de sintese da lacase.

5.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA: O ESTUDO
DA PRODUCAO DA LACASE

A partir da triagem das variaveis no item 5.5, um planejamento
fatorial foi desenvolvido na busca de se estudar a influéncia de cada variavel e
também das interagdes entre elas sobre a producado de lacase por B. rhodina
MAMB-05 em o6leo de soja 1% (v v'). Os parametros de cultivo estudados foram:

concentracdo de KH,PO4, NaNO3 e ions cobre, e sdo apresentados na Tabela 09.

Tabela 9 — Parametros avaliados na producao da lacase.

Variaveis em niveis decodificados

Vanavels 168 0 1 168
A_[Cu] (ug ML) 8 75 50 75 100
B_ [KH2PO4] (g L") 0 0 125 250 335
C_[NaNOs] (g L") 16 50 100 150 184

Vasconcelos et al. (2000) otimizaram a producdo de lacase por
Botryosphaeria sp. na presenga de alcool veratrilico e verificaram que a
concentracéo de alcool veratrilico (+t35mM) e o tempo de cultivo (4-5 dias) foram os

efeitos significativos na produgao desta polifenol oxidase.
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Tavares et al. (2006) otimizaram a producao de lacase por Trametes
versicolor através dos estudos da concentragao de glucose, pH do meio e agitagao,
0 modelo matematico obtido mostrou que somente a concentracéo de glucose (9 g
L™, pH (5) e a interacdo de ambas variaveis foram significativas na sintese da
enzima.

Nesta pesquisa, um delineamento fatorial composto central 2° foi
realizado, em duplicata, para investigar o efeito de trés variaveis na producéo da
lacase por B. rhodina MAMB-05 em 6éleo de soja. As respostas observadas nesse

delineamento estao apresentadas na Tabela 10.
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Tabela 10 — Respostas observadas no delineamento fatorial 2°, para avaliar os
efeitos das varidveis concentracdo de NaNOs, KH,POy, e ions Cu?*.

WVARIAVEIS EM NIVEIS

ATIVIDADE

ATIVIDADE

BlomASsA

EXPERIMENTOS CODIFICADOS VOLUMETRICA ESPECIFICA PH
A g c UmL"  (Umg" QL)
1 -1 -1 -1 0.02 0.02 827 754
1 -1 -1 -1 0.02 0.02 827 732
2 +1 -1 -1 0.009 0.008 B6 716
2 +1 -1 -1 0.007 0.006 8.6 7.09
] -1 +1 -1 062 1.52 6.6 6.50
] -1 +1 -1 068 1.55 6.6 6.6
4 +1 +1 -1 122 226 6.7 8.31
4 +1 +1 -1 1.14 215 6.7 823
2 -1 -1 +1 0.02 0.01 87 757
2 -1 -1 +1 0014 0.009 87 759
5] +1 -1 +1 1.11 06 78 3809
5] +1 -1 +1 1.05 055 71 4 09
L -1 +1 +1 0.99 1.65 6.6 7.89
L -1 +1 +1 117 1.99 6.6 788
a +1 +1 +1 1.88 1.88 73 8.90
a +1 +1 +1 214 216 74 88
9 +1 .68 1] 0 0017 0012 B4 744
9 +1 .68 1] 0 0018 0012 B4 733
10 -1.68 0 0 0,003 0,004 90 8,24
10 -1.68 1] 0 0.004 0.004 90 819
11 0 M 0 0,004 0,001 93 224
11 0 1M 0 0,005 0,001 93 3,12
12 1] +1 68 0 0.60 087 6.5 7.21
12 1] +1 68 0 068 093 6.5 724
13 1] 1] +1 68 0.003 0.001 87 3.04
13 1] 1] +1 68 0.003 0.001 B6 314
14 1] 1] -1.68 057 029 6.8 516
14 1] 1] -1.68 0.61 029 6.8 512
15 (0) 0 0 0 1,61 3,07 6,9 7.14
15 (0) 0 0 0 1,66 3,01 6,8 7.32
16 (0) 0 0 0 1,68 3,11 71 8.46
16 (0) 0 0 0 1,65 3,08 7.0 8.43
17 (0) 0 0 0 1,66 3,10 6,9 6,29
17 (0) 0 0 0 1,64 3,03 6,9 6,77

A - [Cu*] (ug mL)
B- [KH:PO, (g L")
C- [NaNO3] (g L™

—_—

*) - Nao ha concentragdo negativa por isso ndo se utilizou nenhuma concentragéo.
**) — Os experimentos foram realizados em duplicatas.

A Figura 15 apresenta o grafico de pareto que demonstra a

importancia relativa dos efeitos assim como verifica a possibilidade da eliminacéo

dos fatores que sdo menos importantes.
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Grafico de Pareto indicando os efeitos significativos e nao-significativos em

A Figura 15 evidencia que as interagdes entre cobre versus fosfato e

cobre versus nitrogénio ndo séo significativas ao nivel de 95% de confianga,

portanto, pode-se descarta-las.

A andlise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 11, é

responsavel por medir a dispersdo dos valores em torno da média e determinar a

significAncia do modelo gerado. Ela foi realizada com a resposta da atividade

especifica da Lacase (U mg™).

Tabela 11 — Andlise de variancia da resposta Atv. Esp. Lacase (U mg™); R?>= 0,72.

Fatores SQ gl QM F P
Cobre(L) 0,3343 1 0,3343 32,69 0,000016
Cobre ((Q) 126918 1 12,6918 1241,29 0,000000
Fosfato (L) 1,3506 1 1,3506 132,09 0,000000
Fosfato (Q) 90,5564 1 05564 034 64 0,000000
Nitrogénio (L) 0,1402 1 0,1402 13,71 0,001509
Nitrogénio (Q) 09,9693 1 99693 975,02 0,000000
Fosfato vs. Nitrogénio (L) 0.0599 1 0.,0599 5,85 0,025687
Falta de ajuste 13,2282 T 1,8897 184 82 0,000000
Erro experimental 01942 19 00102
Total 478235 33

SQ- soma dos quadrados
gl — graus de liberdade
QM- quadrado médio

F- teste F
P-probabilidade
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A Tabela 12 apresenta a significancia dos coeficientes estimados
(teste t- Student’s e valores de p (p-value)) pelo modelo de regressao mostrando os

coeficientes que posteriormente serdo apresentados na equagao polinomial.

Tabela 12 — Coeficientes estimados pelo modelo de regressao.

Fatores Coeficiente f  Erro padrao  t-value p-value
Média 2,74 0,03 70,50 <0,0001
Cobre (L)* 0,11 0,01 5,72 <0,0001
Cobre (Q)* -0,73 0,02 -35,23  <0,0001
Fosfato (L)* 0,81 0,02 37,10 <0,0001
Fosfato (Q)* -0,80 0,02 -30,57  <0,0001
Nitrogénio (L)** -0,06 0,02 -2,99 0,007
Nitrogénio (Q)* -0,66 0,02 -31,22  <0,0001
Fosfato vs. Nitrogénio (L)** -0,06 0,02 -2,42 0,02

* Estatisticamente significativo a 99% de confianca.
** Estatisticamente significativo a 95% de confianca.

A partir da analise das Tabelas 11 e 12 concluiu-se que o modelo foi
significativo (p < 0,0001), apresentando um coeficiente de determinacdo R*= 0,72,
ou seja 72% da variagao total € explicada pelo modelo. Isso sugere que o modelo
gerado apresenta uma boa correlagdo entre os valores experimentais e previstos,
como pode ser verificado na Figura 16.

Walbres P Revisios VE. O Deanados
W anigrel Cependente: Ahy. Especlca Lacsse U mg’)

‘fabims Frevk e

=05
-5 a,a a5 1.0 1.5 2.9 2.5 3.0 35

W aEDnEs O DS nrScos

Figura 16 — Valores observados versus valores previstos.
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Os valores previstos versus os valores observados na Figura 16
confirmam que o modelo proposto descreve bem os dados experimentais, visto que
os pontos caem préximos a linha reta.

Todos os efeitos estudados foram estatisticamente significativos, ao
nivel de 99% de confianga, quanto a interagao fosfato versus nitrogénio. Analisando-
se os valores da atividade da lacase nos diferentes cultivos, apresentados na Tabela
10, conclui-se que as concentragdes ideais de KH,PO,, NaNOs; e ions Cu®** para a
maxima producéo da lacase (3,07 + 0,04 U mg™') por B. rhodina MAMB-05 em 6leo
de soja como fonte de carbono, se da exatamente no ponto central do planejamento
fatorial, que foi constituido pelos seguintes valores decodificados, respectivamente;
125gL", 100gL" e 50 uyg mL™".

Os coeficientes de regressao, obtidos pela analise de regressao
multipla, em termos de variaveis codificadas e seus respectivos valores de erro
padrao estdo apresentados na Equacdo 3. Todos os valores representados sao
significativos (p < 0,05), pois, quando possivel, os modelos obtidos sao simplificados
pela eliminacdo dos termos que n&o sao estatisticamente significativos, com isso, o

modelo polinomial de segunda ordem foi apresentado na forma reduzida:

v=2,747 + 0,110x- 0,730x* + 0,816y - 0,803,%- 0,061 - 0,664.°- 0,061y=  (3)
(+0,03) (+0,02) (+0,02) (+0,02) (+0,02) (x0,02)  (+0,02) (x0,02)

A

no qual vy é a atividade especifica da lacase prevista pelo modelo, e x, y € - S0 0s

valores codificados de cobre, KH,PO4 e NaNOs, respectivamente.

O sinal negativo do termo de interagcdo y., mostra uma relagdo
antagdnica entre as duas medidas y (concentracao de KH,PO,) e - (concentragao de

NaNQO3), indica a existéncia de uma relacdo de proporcionalidade inversa entre
esses dois efeitos. Segundo esse modelo, uma diminuicdo na concentragdo de
NaNOs3 deve ser acompanhada de um ligeiro aumento na concentragdo de KH;POy,
para se obter um aumento na producao da atividade da lacase.

A relacado entre as variaveis e as respectivas respostas pode ser

melhor entendida pela observagcdo das superficies de contorno e resposta
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representadas na Figura 17, que foram geradas através do modelo predito

mantendo constante a concentragdo de dleo de soja (1%v v™).

K,
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Figura 17 — Linhas de contorno e superficies de resposta da atividade da lacase de
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 cultivado na presenca de 6leo de soja
como fonte unica de carbono.

Todas as trés superficies de resposta exibem um comportamento
similar na atividade especifica da lacase predita, alcangcando a maxima atividade em
3,07 £ 0,04 U mg'1. A anadlise do planejamento fatorial composto central 23
demonstrou que o efeito mais significativo na producdo da lacase, dentre os

estudados, foi a concentracdo de Cu®', seguida pela concentracdo de NaNOs e
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KH,PO,4. Através das curvas de nivel observou-se que, para atingir a maxima
producao da lacase por B. rhodina MAMB-05 em 6leo de soja, deve-se utilizar no
meio de cultivo concentragdes dos nutrientes entre 48 a 52 pg mL™" de Cu?*, de 99 a
101 g L™ de NaNOs e de 124 a 126 g L™ de KH,PO,.

Outras variaveis potencialmente importantes no processo de
producao da lacase por B. rhodina MAMB-05 n&o foram contempladas neste
planejamento fatorial, como por exemplo, o pH inicial do cultivo do microrganismo.
Medeiros et al. (1999) otimizaram a produgdo de lacase por Pleurotus ostreatus
estudando as variaveis pH inicial, concentracido de extrato de levedura e agao de
indutores, seus resultados mostraram que somente o pH inicial do cultivo (6,0-6,5) e
a concentragcdo do extrato de levedura (0-0,25%) foram estatisticamente
significantes na sintese da enzima.

Para confirmar a possivel aplicabilidade do modelo obtido,
experimentos foram realizados nas condigdes oOtimas apresentadas acima, e o

resultado da atividade enzimatica da lacase foi de 2,95 + 0,1U mg™.

5.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DA LACASE EM BIORREATORES

A partir dos resultados obtidos dos experimentos de otimizacao do
planejamento fatorial e analise por MSR, cultivos do B. rhodina MAMB-05 na
presenca de Oleo de soja foram realizados em biorreatores de bancada com o
objetivo de se investigar o comportamento da produgéo da lacase nessas condigdes.

Tal estudo avaliou o tipo de inéculo e sua possivel influéncia quanto
a producdo de lacase. Além do tipo de inéculo, a variavel pH também foi
investigada. As analises foram feitas em comparag¢ao os dados obtidos nos cultivos
em incubadora orbital.

A Tabela 13 apresenta algumas respostas e parametros que foram
estabelecidos como condigdes de cultivo para a sintese da lacase quando cultivada
em shaker, a partir das condigdes anteriormente estudadas anteriormente, e,
também, quando cultivada em biorreatores de bancada. O meio de cultivo utilizado
em todos os experimentos foi o0 meio minimo de Vogel (1956) otimizado e

suplementado com 6leo de soja 1% (v v''). A agitacéo foi de 180 rpm para o cultivo
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em shaker de acordo com Vasconcelos et al. (2000). Para o cultivo em biorreator a
agitacao foi mantida em 200 rpm. A aeragao € uma variavel a ser considerada nos
experimentos em biorreatores, para tanto, foi estabelecido um fluxo de ar de um vvm
(volume de ar por volume de meio de cultura). A temperatura foi mantida constante
(28 = 2 °C) em todos os experimentos.

Quanto aos tipos de inéculos, foram estudados em trés variagdes,
sendo: 20 esferas de 0,7 cm de diametro de micélio fungico; 20 mL solugc&o de hifas
trituradas; solugdo de 20 mL de hifas fungicas nao trituradas. Em relagdo ao pH,

duas variag¢des foram analisadas, sendo: pH controlado em 6 e sem controle do pH.



Tabela 13 — Comparacéao das condi¢des de cultivo para a producéo de lacase em shaker e biorreator.

Condigdes Agitacao Aeracao Temperatura

de cultivo  Meiodecullivo:  pH™  Indculo (rpm)® (yym)© (°C) Tempo (h)?

o
Shaker MM%\SJ 1% 1.0 4 esferas” 180 - 282 120
: MMV.0 + 1% , 20 5 g+ )
Biorreator 1. 5le0 6.4 esferas™™ 200 1 28+ 2 72
: MMN.0 + 1% 20 5 18+ )
Biorreator 2 5le0 6 asferas®™ 200 1 28+ 2 72
o 20mL solucio
Biorreator 3 MM.X.0 + 1% 6 de hifas 200 1 28+2 96
oleo trituradas
o 20mL solucio
Biorreator4 ~ MMM.0 + 1% 6 de hifas 200 1 2842 24
Gleo - integras =

(*) - Esferas com 0,7 cm de diametro, retiradas da placa de petri, na qual foi cultivado o B. rhodina como pré-inéculo.

(**) - Esferas de micélio com 0,7 cm de diametro.

(***) — Valores de pH determinados quando a atividade da lacase foi maxima nos respectivos tempos de cultivo.

(a) — O meio de cultivo utilizado nos experimentos foi o meio minimo de Vogel (1956) otimizado (M.M.V.0) para a produc¢do da lacase suplementado com 1% de dleo de soja.
(b)- A agitagdo em shaker consistiu em cento e oitenta (180) rotagcdes por minuto (rpm) e em biorreator foi de duzentas (200) rotagdes por minuto.

(c)- A aeragao nao pode ser controlada em shaker. Em biorreatores a aeragao foi mantida em um (1) volume de ar por volume de meio de cultivo (vwm).

(d)- Os tempos de cultivo apresentados na tabela demonstram quais foram os horarios no qual a atividade especifica da lacase foi maior.
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Foi também investigado nestes experimentos a producdo de lipase
por B.rhodina MAMB-05, visto que, para acessar a fonte de carbono teoricamente o
microrganismo precisa desta enzima e até o momento ndo ha relatos na literatura
cientifica acerca desta capacidade por este microrganismo.

As lipases sao definidas como glicerol éster hidrolases (E.C.3.1.1.3)
capazes de catalisar a hidrdlise de acilgliceréis de cadeia longa, liberando
monoglicerideos, diglicerideos, acidos graxos livres e glicerol na interface 6leo-agua
(KAMINI, MALA, PUVANAKRISHNAN, 1998; KAMINI et al., 2000; STEHR et al.,
2003; GHANEM, 2007). Além de ser capaz de produzir lipase, Melzer et al. (2008)
descreveram que o microrganismo B. rhodina também é capaz de produzir uma
epoxido hidrolase.

Diante disso, com o objetivo identificar a produgao de lipases pelo B.
rhodina MAMB-5 foi determinada a atividade da lipase em conjunto com a atividade
da lacase nos experimentos desenvolvidos em biorreatores

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos quanto a producao de
lacase e lipase durante o processamento do primeiro experimento em biorreator.
Nesse cultivo foi utilizado como indculo 20 esferas de micélio de 0,7 cm de didmetro.
Além do in6culo, também foi avaliado o ndo controle do pH. Através da analise da
Figura 18, constatou-se que niveis enzimaticos de 7,83 + 0,13 U mg™ para lacase e
0,5+£0,02U mg'1 para lipase foram encontrados com 72 horas de cultivo. Nesse
experimento nao foi possivel estimar a biomassa fungica em funcdo do tipo de
in6culo utilizado proporcionar a formagao de pellets durante o cultivo. O pH do meio
de cultivo do experimento trés encontrava-se em 6,4 quando foi detectada a maior
atividade da lacase. De acordo com Dekker et al. (2007) o pH 6timo para a produgao
de lacase por B. rhodina MAMB-05 encontra-se na faixa entre 5,5 — 6,5. Esse
primeiro cultivo, realizado em biorreator, quando comparado aos experimentos
realizados em shaker (3,07 + 0,04 U mg") exibiu valores significativos para a
producao de lacase, levando a constatagcao de que a produgao de enzimas pode ser

afetada positivamente utilizando biorreatores de bancada como fermentadores.
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Figura 18 — Producao de lacase e lipase em biorreator de bancada utilizando éleo
de soja como fonte de carbono. O inéculo utilizado foi composto por 20
esferas de micélio de 0,7 cm de diametro, e o pH néo foi controlado.

Tavares et al. (2006) constataram que a atividade da lacase
produzida por Trametes versicolor foi substancialmente afetada pela alteracdo do pH
durante o cultivo. Os autores propuseram que as bruscas quedas nas atividades
enzimaticas podem ocorrer devido a repressdo do metabolismo de sintese da lacase
durante a alteragcdo dos valores de pH. Outra hipotese baseia-se na troca da
estrutura tridimensional da enzima, afetando o sitio ativo, ndo permitindo assim a
reacao biocatalitica. Partindo-se dessas constatagdes, um segundo experimento foi
desenvolvido utilizando-se o0 mesmo tipo de in6culo do experimento anterior apenas
controlando-se o pH em seis, com o objetivo de investigar a influéncia da variavel pH
na producéo de lacase e lipase por B. rhodina MAMB-05. A Figura 19 apresenta o

perfil da produgao de lacase e lipase messe segundo experimento.
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Figura 19 — Producédo de lacase e lipase em biorreator de bancada utilizando 6leo de soja
como fonte de carbono. O indculo utilizado foi composto por 20 esferas de
micélio de 0,7 cm de didmetro, e o pH foi controlado em 6.

A partir da andlise comparativa das Figuras 18 e 19, verificou-se que
a maior atividade para ambas as enzimas foi detectada em 72 horas de cultivo,
porém, quando o pH do cultivo do ascomiceto foi controlado em seis a atividade
enzimatica tanto da lacase (15,72 + 0,24 U mg™') quanto da lipase (1,17 + 0,24 U mg’
1) foram superiores as atividades do cultivo que nio teve seu pH controlado.

No entanto, o tipo de in6culo utilizado no processo fermentativo em
biorreatores fez gerar no meio de cultivo pellets, responsaveis por causar limitagao
na transferéncia de oxigénio, aumento na viscosidade do meio e bloqueio na
metabolizacdo de nutrientes. De acordo com Agematu et al. (1993), isso ocorre
porque as lacases sdo excretadas para o meio de cultivo através do micélio do
fungo filamentoso. Para Couto e Toca-Herrera (2007) cultivos de fungos
filamentosos realizados sob fermentagdo submersa em biorreator frequentemente
exibem resultados ndo controlaveis de crescimento micelial. Esse fator acaba
tornando-se limitante para a producao de lacases e até mesmo de lipases pelo B.
rhodina MAMB-05.

A Figura 20 registra imagem do primeiro experimento e também do

terceiro, ja com o problema da formacao de pellets solucionado.
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Figura 20 — Imagens dos cultivos de B. rhodina MAMB-05 em 6leo de soja
nos biorreatores (144 horas de cultivo).
(A) Exibe, no detalhe, os pellets formados durante o primeiro cultivo.
(B) Exibe o meio de cultivo homogéneo durante o terceiro cultivo.

Algumas estratégias podem ser tomadas para controlar o
crescimento de fungos em biorreatores. Segundo Lema et al. (2001), um sistema de
pulso € capaz de controlar a formagao de pellets no meio de cultivo, isto tornaria
possivel uma operagdo mais prolongada e detalhada do estudo da producéo de
algumas enzimas extracelulares.

Outros autores tais como Thongehul e Yang (2003), propéem o uso
da imobilizagédo dos fungos filamentosos em diferentes suportes para minimizar este
problema. Tal técnica, segundo os autores, € de facil aplicagdo devido a grande
inclinacdo que esses microrganismos possuem de aderir em superficies. Esse
sistema separaria as células livres do meio cultivo, influenciando na diminui¢cao da
viscosidade, e facilitando a transferéncia de oxigénio do meio de cultivo para as
células fungicas, assim como acarretaria numa diminuigdo da perturbagcdo do pH.
Schliephake et al. (2000) produziu lacase através da imobilizagdo do fungo

Pycnoporus cinnabarius em cubos de esponja de nylon em biorreatores.
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A estratégia utilizada no terceiro experimento, para investigar a
influéncia do tipo de inéculo na producdo das enzimas, foi modificar o inoculo, de
acordo com a descricao no item 4.9.4, almejando impedir a formacao de pellets,
conforme a Figura 20 (B). A Figura 21(A) representa a cinética de producdo da
lacase e da lipase durante 144 horas de cultivo mantendo-se o pH do meio
constante igual a 6. As determinagbes enzimaticas mostraram que a maxima
producdo da lacase (0,78 + 0,01 U mg™) ocorreu em 96 horas de cultivo. Ja a
producdo maxima de lipase (0,1 + 0,01 U mg™) foi evidenciada em 24 horas de
cultivo. Estes resultados mostram que a lipase é sintetizada primeiramente para
clivar o 6leo vegetal em monoglicerideos, diglicerideos, acidos graxos livres e
glicerol (JAEGER; REETZ, 1998) facilitando o desenvolvimento do microrganismo.

A utilizagcdo desse novo tipo de inéculo possibilitou a analise da
biomassa, uma vez que nao houve formagédo de pellets. A Figura 21(B) mostra o
perfil da biomassa do ascomiceto durante o periodo de analise de 144 horas.
Observa-se que esse perfil mantém uma relagao de proporcionalidade inversa com a
producao da lacase, ou seja, quando a atividade da enzima manteve-se em 0,27 +
0,004 U mg'1 em 144 horas de cultivo a producdo de biomassa foi maxima,
alcangando niveis em torno de 26 g L. Esses resultados contrariam os dados
apresentados por Couto et al. (2006) que afirmaram que o aumento na produgao de
lacase por Trametes hirsuta esta intimamente ligada a um aumento na producéo da

biomassa deste fungo.
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Figura 21 — (A) Producgdo de lacase e lipase em biorreator de bancada utilizando 6leo de
soja como fonte de carbono. O inéculo utilizado foi uma solugdo de 20 mL de
hifas trituradas, e o pH foi controlado em 6. (B) Perfil estimado da biomassa
fungica durante o terceiro cultivo (g L™).

Embora no terceiro experimento ndo tenha havido formacido de

pellets, constatou-se que a sintese tanto da lacase quanto da lipase foram
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drasticamente reduzidas em relacdo aos experimentos anteriores. Tal reducido pode
ter ocorrido em fungdo de um estresse celular, ou seja, uma lesao nas hifas, durante
o processo de trituracdo das mesmas. Para evitar a interferéncia desse estresse na
producdo das enzimas, foi desenvolvido um quarto experimento, no qual o inéculo
constituiu-se de 20 mL de solucdo de hifas n&o trituradas de um cultivo com 48
horas de andamento.

A Figura 22 (A) apresenta a curva de producao da lacase e da lipase
durante o percurso do quarto experimento realizado em biorreator. Nessa etapa, o
pH do meio de cultivo ndo pbéde ser controlado. A maxima producdo de lacase,
nesse experimento foi avaliada em 24 horas de cultivo (19 + 2,82 U mg™), ja a
atividade lipolitica foi detectada em 72 horas de cultivo apresentando 0,56 + 0,007 U
mg". A Figura 22(B) apresenta o perfil da biomassa flingica ao longo desse Ultimo

experimento.
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Figura 22 (A) — Producado de lacase e lipase por B. rhodina MAMB-05em biorreator de

bancada utilizando 6leo de soja como fonte de carbono. O in6culo utilizado
foi uma solugao de 20 mL de hifas integras, e o pH nao foi controlado.



97

E_ --—+-- Estimativa da Biomassa (g L™")

3L
0100 — i
0.075 ) ;
0.050 =T BN ‘
0.025 | .- S i
o.0004 *

Estimativa Biomassa (g L)

T T T T T T T T T 1
0 24 48 72 a5 120 144 165
Tempo de cultivo (h)

Figura 22 (B) — Perfil estimado da biomassa de B. rhodina MAMB-05 durante o quarto
cultivo (g L™).

O pH do meio de cultura no momento em que a maxima atividade de
lacase foi detectada encontrou-se em 6,0, o que também sugere, segundo Dekker et
al. (2007), uma dependéncia do pH na faixa de 6-6,5 para a 6tima producéo da
enzima. A Figura 22 (B) apresenta a estimativa da biomassa do quarto experimento,
assim como na Figura 21 (B) é confirmada a proporcionalidade inversa da biomassa
com a producédo de lacase. Ou seja, ndo existe uma relagéo direta entre a atividade
enzimatica da lacase e producéo de biomassa.

Através da analise comparativa entre os quatro diferentes cultivos, o
quarto experimentou foi o Unico a apresentar atividade de lacase antes da deteccao
de atividade lipolitica. E, ainda, sobrepondo o experimento dois, no qual foram
utilizadas 20 esferas de micélio como indculo, esse ultimo experimento apresentou a
maior atividade enzimatica de todos os experimentos feitos em biorreatores. Uma
possivel explanagao sobre esses resultados pode estar baseada justamente no tipo
de indculo, ja que foi constituido de uma solucao de hifas nao trituradas vindas de
um pré-inéculo com o mesmo meio de cultura ao qual iria ser adicionado, o que
pode ter ndo provocado um estresse nas células fungicas.

Zhang e colaboradores (2002) propuseram que as lacases sao
capazes de oxidar lipideos, através da peroxidagdo de acidos graxos insaturados.
Tais autores investigaram a degradacdo da trilinoleina através de uma lacase

purificada, e concluiram que essas lacases possuem o comportamento similar a
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uma lipoxigenase. A partir de tal pesquisa, pode-se sugerir que a lacase produzida
pelo B. rhodina MAMB-05 em 6leo de soja possua um comportamento semelhante a
enzima utilizada para degradar trilinoleina. Ou ainda, que o potencial de reducao da
lacase seja maior que o potencial de redugéo da lipase, o que poderia explicar a
sintese da lacase ter ocorrido antes da lipase.

A produgao de lipases em 6leo de soja por B. rhodina MAMB-05 na
presente pesquisa apresenta algumas caracteristicas similares com outros trabalhos
da literatura cientifica.

Carvalho et al. (2005) produziram lipase pelos microrganismos
Aspergillus niger, Geotrichum candidum e Penicillium solitum utilizando 6leo de oliva
1% (v v'). Demonstraram que a maxima atividade lipolitica foi detectada pelo
Aspergillus niger (18,2 U mL™) em 72 horas de cultivo, resultado que é similar ao
desta pesquisa. Pastore e colaboradores (2003) apresentaram que a atividade
lipolitica de Rhizopus sp. reduz em 50% seu rendimento quando o microrganismo é
cultivado em meios de cultura que exibem valores de pH diferentes de 6-6,5.

A Figura 23 apresenta todos os resultados obtidos relacionados a
producao de lacase e lipase por B. rhodina MAMB-05 em 6leo de soja. A partir da
andlise de tal grafico pode-se sugerir que a produgdo de lacase utilizando
biorreatores de bancada influenciou positivamente na atividade enzimatica, quando
comparado aos cultivos realizados em shaker. Esse resultado pode ser confirmado
porque a atividade da lacase foi seis vezes superior em biorreatores.
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Figura 23— Comparacao da producao de lacase por B. rhodina MAMB-05, utilizando 6leo
de soja como fonte de carbono, em shaker e biorreatores.

Alcantara, Gémez e Pazos (2007) estudaram a producéo de lacase por
Coriolopsis rigida quando cultivada em shaker e biorreator de bancada. Segundo os
autores, a primeira metodologia implica em algumas limitagdes tais como, a
impossibilidade de se controlar o pH do cultivo, o controle e estudo da aeragao do
meio, e avaliar a producdo da enzima em sucessivos cultivos.

Tais conclusbes estdo de comum acordo com os resultados
encontrados no presente trabalho, mostrando que os resultados ja otimizados em
incubadora orbital serviram de suporte para os cultivos em biorreatores, os quais
superaram os resultados obtidos anteriormente, principalmente, por se tratar de uma
técnica mais desenvolvida tecnologicamente, na qual pode ser controlado o pH e a
aeracao durante o cultivo. Em uma perspectiva futura, algumas variaveis no
processo de producido da lacase em biorreatores poderiam ser estudadas através
planejamentos fatoriais no intuito de aumentar a produtividade do processo

fermentativo.
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CONCLUSOES

B. rhodina MAMB-05 quando cultivado na presenca de 6leo de soja 1% (v v'),
apresentou atividade especifica da lacase de 2,91+0,03 U mg™, superior quando
comparada aos cultivos na presencga de glucose 1% (m v, 1,22 + 0,03 U mg", e
glicerol 1% (vv'™"), 1,97 + 0,14 Umg™.

O substrato selecionado para a determinagdo da lacase foi o ABTS,
apresentando atividade de 0,44 + 0,02 U mL™" .

O pH ¢6timo para a determinagao da lacase, na presenca do substrato ABTS, foi
igual a 3. As temperaturas 6timas de reagcdo da lacase para o DMP e para o
ABTS foram, respectivamente, 45 (0,04 + 0,0007 U m"") e 50°C (0,56 + 0,005 U
mL-1) .
A produgcdo maxima da lacase em incubadora orbital ocorreu em 120 horas de
cultivo, na presenca de ABTS, sendo de 0,48 + 0,04 U mL™".

O NaNO; foi a fonte de nitrogénio que mais favoreceu a atividade da lacase (2,49

+0,09Umg ™)

O KH,PO4 foi a fonte de fosfato que mais favoreceu a producgao (1,59 + 0,07 U
-1

mg’).

Na auséncia de cobre a producdo de lacase foi de 0,26 + 0,023 U mL™". A
maxima atividade enzimatica (18,62 + 0,36 U mg™) foi alcangada quando se
utilizou uma concentragao de 50 ug mL" de CuS04.5H0.

A maxima atividade da lacase encontrada através do processo de otimizagao foi
de 3,07 + 0,04 U mg”. As concentracdes dos nutrientes no meio de cultivo
devem estar entre 48 a 52 pg mL™" de Cu?**, de 99 a 101 g L' de NaNO; e de 124
a 126 g L de KH,PO.,.

Constatou-se que cultivos realizados em biorreatores de bancada, os quais,
diferentemente das incubadoras orbitais, possibilitam o controle de variaveis
como o pH e o oxigénio dissolvido, aumentam a atividade da lacase, chegando a
um maximo de 19 + 2,82 U mg'1 em apenas 24 horas de cultivo, quando
comparado aos cultivos realizados em incubadora orbital 3,07 + 0,04 U mg™. A
atividade lipolitica foi detectada em 72 horas de cultivo apresentando 0,56 *
0,007 U mg™.
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Abstract

In the present work, it was evaluated the influence of inorganic (NH4CI, NaNOs, (NH4),SO4,
and NH4NO3) and organic (yeast extract, urea, peptona, and milhocina®) nitrogen sources,
inorganic phosphate sources (KH,PO4, Na,HPO,, NaH,PO., K,HPO,), and different
concentrations of copper ions (0; 12.5; 25; 50 and 100 ug mL™) in the production of laccase
by the ascomycete Botryosphaeria rhodina MAMB-05, which was isolated from cankers of
stems of eucalyptus (Eucalyptus spp.). Soybean oil was used as the only carbon source. A
Central composite design (2°) and the response surface methodology were used to optimize
the enzyme production. The optimal conditions obtained were: NaNO3 (100 g L), KH,PO,
(125 g L") and 50 pg mL™" of CuSO4.5H,0. A validation experiment was done to confirm the
optimization methodology of the production of laccase by B. rhodina MAMB-05, and the
result obtained was 2.95 + 0.1 U mg™ of protein.

Keywords: Botryosphaeria rhodina. Laccase. Soybean oil. Surface methodology response.

Introduction

Laccases (bezenenediol: p- diphenol: dioxygen oxidoreductase (EC
1.10.3.2)), also known as polyphenol oxidase, are monomeric, dimeric, or tetrameric
glycoproteins in the active form of holoenzymes, and have about five hundred amino acids in
their primary structure [1,2,3]. The fungal laccase has been studied and applied in various
biotechnological processes as the treatment of agro-industrial wastes, juices production, wines

and beer clarifications, and biobleaching of paper pulp [4, 5, 6, 7]. Laccases are multi-copper
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oxidases enzymes that reduce molecular oxygen to water, simultaneously performing an one-
electron oxidation of various aromatic substrates such as diphenols, monophenols, and
aromatic amines. These enzymes are involved in the pathogenicity and morphogenesis of a
diversity of organisms, including ligninolytic fungi.

Barbosa et al. [8] have isolated from canker of eucalyptus a strain of
Botryosphaeria sp., which was used for the production of ligninolytic enzymes and described
as constitutive producer of laccase, which was not repressed by glucose when grown in the
presence of polyaromatic dye Poly R-478. Vasconcelos et al. [9] optimized the production of
laccase by Botryosphaeria sp. using glucose as carbon source, studying the influence of some
variables such as time of cultivation, concentration of yeast extract and of veratryl alcohol.
Garcia et al. [10] classified the organism as Botryosphaeria rhodina MAMB-05.

The study of the conditions of cultivation is essential for optimization of
processes of enzymes such as laccases, in order to produce large amounts of enzyme in media
supplemented only with cheap and accessible substrates, making the large scale production
economically viable. Response surface methodology (RSM) is an effective statistical
technique for the investigation of complex processes. The main advantage of RSM is the
reduced number of experimental runs needed to provide sufficient information for statistically
acceptable results and it is a faster and less expensive method for gathering research data than
the classical method [14].

In a previous work, Dekker et al. [11] used soybean oil in combination with
Vogel’s culture medium [12], and found that the B. rhodina MAMB-05 was able to produce
laccase over this simple and inexpensive carbon source. However, best concentrations of
soybean oil and other culture parameters were not optimized in that work. Therefore, the aims
of this research was to optimize the production of laccase by B. rhodina MAMB-05
examining the compositions of culture medium by means of factorial design and RSM, and
using soybean oil as the sole carbon source. Information concerning the use soybean oil as
carbon source for fungal growth and enzyme production is lacking in the literature, and its
implementation will contribute to research on the production, properties and applications of
the enzymes produced by B. rhodina MAMB-05 and the development of new

biotechnological processes.

Materials and Methods

Microorganism and culture conditions
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The microorganism used was the ascomycete Botryosphaeria rhodina
MAMB-05, which was isolated from canker of eucalyptus by Barbosa et al. [8] and identified
by Garcia et al. [10]. Cell cultures were maintained on Potato—Dextrose agar at 4°C. B.
rhodina MAMB-05 was grown under submerged cultivation in 125 mL baffled Erlenmeyer
flasks, containing 25 mL of basal medium (pH 6) comprising at least half Vogel [12] and
soybean oil (1% v v ) as sole carbon source. Each flask was inoculated with four spheres of
0.7 cm in diameter removed from the Petri dishes covered with fungal mycelium grown for

120 hours. Cultures were incubated at 28 ° C in an orbital incubator at 180 rpm.

Experimental Design

A previous screening of variables was performed to find parameters that
could have any important influence on the production of laccase by B. rhodina MAMB-05 in
soybean oil. The cultures were performed in duplicates, replacing the nitrogen sources in
minimal medium of Vogel by inorganic salts such as NaNO3;, NH4Cl, (NH4)>SO4, NH4NO3
concentration in the original basal medium and organic sources such as yeast extract, peptone,
urea and milhocina”®. The milhocina® was used as a suspension based on the methodology of
Messias [15]. An experiment without the presence of nitrogen source was developed for
performance assessment of the enzyme production.

The effect of phosphate concentration in the production of laccase by B.
rhodina MAMB-05 was evaluated both in the presence of the original source of Vogel's
minimal medium (1956) KH,PO,, as the replacement of the sources K,HPO,, NaH,;POy,
Na,HPO,. Cultivation in the absence of a source of phosphate was also conducted to
investigate its influence on the laccase production.

To evaluate the effect of the concentration of copper ions in the production
of laccase, were tested different concentrations (0, 12.5, 25, 50 and 100 g mL'l) of Cu*" ions
added to the medium of cultivation, as CuSQO4.5H,0.

Based upon this preliminary test, the selected variables were the nitrogen
and phosphate sources and concentrations of cation Cu*". Selected the best sources and
concentrations, a central composite factorial design 2° was used to obtain the optimum
conditions for production of laccase by B. rhodina MAMB-05 in soybean oil. The variables

and their coded and decoded values to the various levels are presented in Table 1.



115

The design was composed of 17 experiments (in duplicates) and three
replicates in the central point. Laccase activity was determined, and the data were adjusted in

a second-order polynomial model as in equation (1):
Y = 4, +ZﬁiXi +Zﬂinin +Z/BiiXi2 (1)

Where Y is the variable of response desired, the constant B, Pi the
coefficient for the linear effect, B; the coefficient for the quadratic effect f;; the coefficient for
the effect of interacting variables, X; and X; represent the coded values of variables x; and x;.
A quadratic equation described above was used to plot the areas of responses to the variables.
The analysis concerning the response surface methodology and ANOVA were performed with

the STATISTICA, version 6.0
Enzyme assay

The cell-free extract (CFE) used as a source of laccase, was obtained after
removal of mycelium by centrifugation at 2,236 x g, 4 ° C, for 15 minutes. The activity of
laccase was determined using 2.21-azino-bis acid (3-ethylbenzithiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS, Sigma) as substrate in pH 3.0 buffered with 120 mM citrate-phosphate [16]. The final
volume of the ELC was 1.0 mL and this was incubated at 50 °C for 5 minutes, and the
absorbance was measured at 420 nm (& = 36,000 mol™ cm™). Laccase activity is expressed in
units as the number of pumols of the oxidized product formed per minute in one milliliter of
enzyme solution.

The extracellular proteins were determined by the method described by
Hartree [17]. The biomass of fungal mycelium was determined by constant gravimetric dry

weight at 70 ° C.

Results and Discussion

Preliminary screening of nitrogen, phosphate and copper sources for the production of
laccase by B. rhodina
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Different sources of nitrogen are described as being responsible for the
increase of laccase activity of some microorganisms [11]. Figure 1 A shows the influence of
the tested nitrogen sources on laccase production. The NaNOs was the best nitrogen source
for production of laccase by B. rhodina MAMB-05 in soybean oil as carbon source, showing
activities of 2.49 + 0.09 U mg™', significantly better when compared to NH4;NO3, originally
used in Vogel’s medium, in which the activity was 0.05 + 0.007 U mg™". Cavallazzi, et al. [18]
investigated the effect of ammonium tartarate in the production of laccase by Lentinula
edodes, and showed that the appropriate use of the nitrogen source greatly influences the
production of the enzyme, since the use of this source increased the laccase activity from 50 U
mL™" to 250 U mL", when compared to vanillin and the control. Dekker et al. [11]
demonstrated the influence of different sources of nitrogen in the production of laccase by B.
rhodina MAMB-05 when cultured in glucose and have found that in the presence of NH4Cl
the activity of the enzyme was reduced, even in the presence of veratryl alcohol (0.13 + 0.02
U mL™"), According to the authors, this may be explained by the potential inhibitory action
chloride ion exerts on the activity of laccase.

Hao et al. [19] investigated the effect of different sources of nitrogen in the
production of laccase by the fungus Pestalotiopsis sp. and found that ammonium tartarate was
the best, when compared with urea, yeast extract, ammonium nitrate, ammonium oxalate,
ammonium chloride, ammonium sulfate and acrylamide, producing activities of laccase of 14
U mL". They also observed that concentrations below 15 g L™ can reduce the activity of
laccase. Stajic et al. [20] shows that the assimilation of different nitrogen sources is variable
for each microorganism and strongly influenced by the characteristics of cultivations.

According to the literature, the presence of KH,PO, in the medium
positively influences the activity of laccase [28]. The results obtained in the preliminary
screening of variables (Figure 1B), indicated that Vogel's minimal medium composition with
KH,PO,, was the best (1.59 + 0.07 U mg™) for the production of laccase by B. rhodina
MAMB-05 when using soybean oil as carbon source. In the absence of phosphate, the
production of biomass was positively affected (9.76 g L") when compared to Vogel’s original
formula containing KH,PO4 (6.12 g L'l). or NaH,PO4 (4.43 g L'l).

In a series of studies to determine the influence of phosphate on laccase
activities, Cavallazzi et al. [18, 21] found that KH,PO4 was the best source for enzyme
production in cultures of Lepista sordida (140 U L), and Lentinus edodes (250 U mL™)

when compared to other sources.
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The production of laccase by different fungi is regulated by the presence of
the ion copper, which is in the active site of the protein structure. Dekker et al. [11], tested
different concentrations of Cu®" (0-40 pg mL™) for the production of laccase by B. rhodina
MAMB-05 growing on glucose and have found that in the absence of it B. rhodina MAMB-
05 produces only a tiny amount of laccase, suggesting that this enzyme is copper-dependent.
The ideal concentration was established in 10.24 pg mL" of CuSO4.5H,O at which the
highest enzyme activity was achivied.

Palmieri et al. [22] reported that copper ions induced the production of
laccase in cultures of Trametes versicolor and Phanerochaete chrysosporium. The production
of this enzyme by Pleurotus ostreatus also significantly increases with higher concentrations
of Cu®" ions added to cultivation. According to these authors, the presence in both the absence
of copper ions did not alter the fungal biomass.

Although for Dekker et al. [11], the amount of copper required for the
production of laccase by B. rhodina MAMB-05 in the presence of glucose 10 g L™, varies
between 0.003 and 40 g mL™, this study found that in the presence of soybean oil as sole
carbon source the appropriate concentration of copper was higher. The same authors also
argue that when concentrations higher than 41 mg mL™" of CuS0Q4.5H,0 were added to the
culture medium for biomass production was affected negatively by reducing by 16% the total.
This trend can be found in this work, since the production of biomass was lower when the
amount of CuS04.5H,0 was 50 g mL™"! than in lower concentrations. Baldrian and Gabriel
[24] showed that the biomass produced by Pleurotus ostreatus is reduced in the presence of 5
mM Cu on growing. For the authors the presence of copper not only induces the expression of
the laccase gene, but also positively affects the stability of the enzyme.

Besides these advantages, Tychanowicz et al. [25] and Hao et al. [19] stated
that high concentrations of copper and aromatic compounds increase the production of laccase
by ascomycete Podospora anserina, and that this enzyme acts in a defense mechanism against
oxidative stress caused by free radicals. The mechanism of action is based on the formation of
a chelate between copper ions during the synthesis of laccase.

Based on these results, NaNO; and KH,PO4 were chosen as as a variable in

the factorial design experiment.

Optimization of laccase production by CCD
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From the screening of variables, a factorial design was proposed in order to
study the influence of each variable and the interactions between them on the production of
laccase by B. rhodina MAMB-05 in soybean oil. The responses observed in this design are
shown in Table 2. All effects were statistically significant, at 95% confidence. Looking up the
values of laccase activity in the different cultures it is concluded that the optimal
concentrations of KH,PO,4, NaNO; and Cu*" ions for maximum production of laccase (3.07 +
0.04 U mg™) by B. rhodina MAMB-05 in soybean oil as carbon source, occurs exactly in the
center of the factorial design, which was composed of the following values decoded,
respectively, 125 g L™, 100 g L™ and 50 g mL".

Vasconcelos et al. [9] optimized the production of laccase by
Botryosphaeria sp. in the presence of veratryl alcohol (VA) and found that the concentration
of VA (£ 35 mM) and time of cultivation (4-5 days) were significant effects in the production
of polyphenol oxidase. Tavares et al. [26] optimized the production of laccase by Trametes
versicolor by the studies of the concentration of glucose, pH and agitation of the medium, the
mathematical model obtained showed that only the concentration of glucose (9 g L"), pH (5)
and the interaction of both variables were significant in the synthesis of the enzyme.

In this work, results presented on the Pareto chart (Figure 3) show the
relative importance of the effects and verify the possibility of the elimination of factors that
are less important. This results clearly shows that the effect of copper is the most significant
factor in the production of laccase, followed by nitrogen, which also proved to be important.
Shows also that the interactions between copper versus copper versus nitrogen and phosphate
are not significant at the 95% confidence, so you can discard them.

From the analysis of variance (ANOVA), it was concluded that the model
was significant (p < 0.0001), with a coefficient of determination R*= 0.72, 72% of the total
variation is explained by the model. This suggests that the model generated provides a good
correlation between experimental and expected values. The predicted values versus the values
observed confirm that the proposed model describes well the experimental data, since the
points fall near the straight line.

The regression coefficients, obtained by multiple regression analysis in
terms of coded variables and their values for standard error are shown in Equation 2. All
values represented are significant (p < 0.05), therefore, when possible, the obtained models
are simplified by the elimination of terms that are not statistically significant, with this, the

second-order polynomial model was presented in reduced form:
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Y =2.747+0.11x - 0.73%> + 0.816y — 0.803y? — 0.061z — 0.664z> —0.061yz  (2)

(£0.03) (£0.02) (£0.02)  (£0.02)  (#0.02)  (¥0.02)  (£0.02)  (0.02)

where Y is the specific activity of laccase, and x, y, and z are the values
encoded copper, KH,PO4 and NaNOjs, respectively.

The negative sign of the coefficient of linear term yz, which is a
consequence of the opposite signs of the coefficients of linear terms y (concentration of
KH,POy4) and z (concentration of NaNQOs) indicates the existence of a relationship of inverse
proportionality between these two effects. According to this model, a decrease in the
concentration of NaNOs; must be accompanied by a slight increase in the concentration of
KH,POj4 to get an increase in production activity of laccase.

The result of the factorial design was represented by control surfaces, which
were used to optimize the production of laccase. Thus, the relationship between variables and
their responses can be understood, as Figure 2.

All three control surfaces exhibit a similar behavior in the specific activity
of laccase predicted, reaching the maximum activity at 3.07 + 0.04 U mg"'. Through these
areas, it was observed that, to achieve the maximum production of laccase by B. rhodina
MAMB-05 in soybean oil, must be used in the medium concentrations of nutrients between
48 t0 52 gmL™ Cu*", 99 to 101 g L' NaNOs and 124 to 126 g L™ in KH,PO,.

Other potentially important variables in the production of laccase by B.
rhodina MAMB-05 were not included in this factorial design, such as initial pH of the culture
of the microorganism. Medeiros et al. [27] optimized the production of laccase by Pleurotus
ostreatus studying the initial pH, concentration of yeast extract and action of inducers, the
results showed that only the initial pH of the culture (6.0-6.5) and the concentration of the
extract of yeast (0-0.25%) were statistically significant in the synthesis of the enzyme.

To confirm the possible applicability of the model obtained, experiments
were performed in optimum conditions given above, and the result of the enzymatic activity

of laccase was 2.95 + 0.1 U mg-1.
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Conclusions

In this work, the optimization of the composition of the culture medium
influenced the activity of laccase synthesized by B. rhodina MAMB-05 positively. The results
presented concluded that among all sources of nitrogen and phosphate studied, only KH,PO,
and NaNO; were significant, as the concentration of 50 pg mL™ copper ion. Thus, so as to
realize the optimization of laccase production by 1% (v v'') of soybean oil by B. rhodina
MAMB-05 is necessary that the composition of the medium presents 125 g L' KH,PO,4 and
100 g L™ NaNO:;.
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Figure 2 — Contour surfaces of the laccase activity of B. rhodina MAMB-05 produced using soybean
oil as sole carbon source
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Figure 3 — Efeitos significativos e ndo significativos das variaveis na produgdo de lacase por B.
rhodina MAMB-05 em 6leo de soja como tnica fonte de carbono

Table 1 — The process variables and their levels used in the Central Planning Compound 2°

(CPC)
R WVARIABLES IN CODED LEVELS
e A B C
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
3 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 +1.68 0 0
10 -1.68 0 ]
11 0 -1 ]
12 0 +1.68 0
13 0 ] +1.68
14 0 0 -1.68
15 (0)® 0 0 0
16 (0) 0 0 0
17 (0) 0 0 0
Factors Eeal Values
S -1.68 -1 0 +1 +1.68
A [Cu?*](ug mlh) g 25 50 T3 100
B_[KH:PO4](g1™") 0 ] 125 250 335
C_[NaNOs](g1h 16 30 100 150 184

(#) — All runs were done in duplicate.
(*) - Central runs
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Table 2 — Responses observed in 2° factorial design to evaluate the effects of varying
concentrations of NaNO;, KH,PO4 and Cu’’ ions

VARIABIES IN
CODED LEVELS RESPONSES
ESPECIFIC
Runs® LACCASE LACCASE  PH BIOMASS
- - - - - -1
A B C ACTIVITY ACTIVITY (gl
U mlh Umeh
1 1 1 1 0.02 0.02 g2 154
2 +1 -1 -1 0.01 0.007 86 7.16
3 -1 +1 -1 0.62 1.52 6.6 6.30
4 +1 +1 -1 1.22 2.26 6.7 231
3 -1 -1 +1 0.02 0.01 8.7 7.57
6 +1 -1 +1 1.11 0.537 7.8 395
I -1 +1 +1 0.99 1.82 6.6 7.89
8 +1 +1 +1 1.88 2.02 7.3 2.80
9 +168 0 0 0.02 0.01 84 737
10 -1.68 0 0 0.003 0.004 9.0 821
11 0 -1 0 0.004 0.001 93 2.64
12 0 +1.68 0 0.60 0.90 6.5 7.21
13 0 0 +1.68 0.003 0.001 8.7 3.06
14 1] 0 -1.68 0.57 0.29 6.8 5.14
15{0) 0 0 1] 1.61 3.04 6.9 7.24
16 () 0 0 0 1.68 3.11 7.1 .44
17 (0) 0 0 0 1.66 3.07 69 633

A -[Cu’] (ngml™)
B - [KH,PO,] (g 1)
C - [NaNOs] (g 1™)

(#) — All runs were done in duplicate.



