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RESUMO

A enzima lacase é utilizada em diversos ramos de aplica¢des industriais e biotecnolégicas.
Pleurotus ostreatus é um conhecido bom produtor de lacases. Atualmente, sdo necessarios
estudos que investiguem a reducéo de custos dos bioprocessos, incluindo como estratégia o
uso de residuos como substrato para bioprocesso em estado solido. No estado do Amazonas, a
casca do fruto de tucumd, Astrocaryum aculeatum Meyer, é um residuo amplamente
produzido. O presente trabalho investigou a utilizacdo de casca do fruto de A. aculeatum
Meyer como substrato para producdo de lacase em bioprocesso em estado solido com P.
ostreatus LM 6226. O bioprocesso foi realizado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo
15 g de meio de cultivo (cascas de tucuma, umidade de 70%). O ind6culo foi realizado
transferindo-se 10 plugs (5 mm ¢) de micélio retirados de placas de BDA previamente
incubadas (120 horas). As culturas foram mantidas a 25 °C, por 15 dias. Ensaios univariados
foram realizados para avaliar a influéncia dos fatores: a) Temperatura de crescimento, b)
Tamanho de indculo, ¢) % de umidade, d) suplementacdo com farelo de trigo, e) presenca de
CuSO;s e f) Regime de iluminagdo. Uma cinética foi realizada nas condic6es estabelecidas nos
ensaios univariados. Em adicao, foi investigada a influéncia de temperatura, pH e estabilidade
das lacases. Por fim, foi investigado o potencial da enzima produzida na remogao de cor (%
reducdo de Abs a 595 nm) de uma solucgdo de Remazol Brilliant Blue-R (RBBR) (200 mg/L).
As condigdes 6timas para a producdo de lacases utilizando a casca do fruto de A. aculeatum
como substrato foram: temperatura de 25°C, in6culo de 10 plugs por cultivo, 70% de umidade
e incubacdo em iluminacdo ambiental. A presenca de farelo de trigo e sulfato de cobre nao
apresentaram influéncia na producdo da enzima. O estudo quanto a cinética de producdo das
lacases demonstrou que no 10° dia do bioprocesso foram observadas as atividades maximas
da enzima. A investigacdo quanto a temperatura e pH 6timos revelou enzimas com pH 6timo
de 5 e temperaturas Otimas entre 25-50°C. Os estudos de estabilidade da enzima
demonstraram lacases com atividade residual >85% quando incubadas por 24 em pH entre 5-
6 e atividade residual >75% quando incubadas por 70 min em temperaturas entre 25-30 °C. O
ensaio de remocéo de cor de uma solucdo de RBBR apresentou taxas de remocéo relativa de
até 20% da Abssas nmy/h.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial. Bioprocesso em estado sélido. Basidiomicetos.

Enzima. Corante.



ABSTRACT
The enzyme laccase is used in industrial and biotechnological applications. Pleurotus
ostreatus is a good laccase producer. They are, studies that investigate the reduction of costs
of bioprocesses, including the strategy of using substrates for solid state bioprocessing. In the
state of Amazonas, a bark of the fruit of the fruit, Astrocaryum aculeatum Meyer, is a widely
produced time. The present work investigated the use of A. aculeatum Meyer fruit peel as a
substrate for the production of glucose in solid state with P. ostreatus LM 6226. The
bioprocess was carried out in Erlenmeyer flasks (125 mL) containing 15 g of culture medium
(peels of tucumd, humidity of 70%). The screw was removed 10 plugs (5 mm) of mycelium
removed from incubated Premium BDA plates (120 hours). Cultures were maintained at 25 °
C for 15 days. Univariate tests were the key to evaluate the factors: a) Growth temperature, b)
Size of inoculum, c¢) % humidity, d) supplementation with wheat bran, e) presence of CuSO4
and f) Illumination regime. A kinetic was performed in climates, in the univariate ones. In
additive, the influence of temperature, pH and laccase stability was investigated. Finally, the
potential of the air removal technique (Reduction of Abs at 595 nm) of a solution of Remazol
Brilliant Blue-R (RBBR) (200 mg/L) was investigated. The optimal conditions for laccase
production using a fruit of the A. aculeatum as substrate were: temperature of 25 °C, inoculum
of 10 plugs per culture, 70% of humidity and incubation in environmental environment. The
presence of wheat bran and copper sulphate are not produced in the production of the enzyme.
The study of kinetics of laccase production demonstrated that no 10 years of bioprocess were
observed as maximum activities of the enzyme. The quality and pH of great enzymes with pH
5 and indoor atmospheric radio between 25-50 °C. Stability studies of the enzyme
demonstrated laccases with residual residual> 85% when incubated for 24 at pH between 5-6
and residual activity> 75% when incubated for 70 min at temperatures between 25-30 °C. The

RBBR blood solution removal assay had removal rates of up to 20% Abs (595 nm)/h.

Keywords: Agroindustrial residue. Solid state bioprocess. Basidiomycetes. Enzyme. Dye.
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1 INTRODUCAO

As lacases sdo enzimas multicobre, que podem catalisar uma variedade de reacOes
envolvendo a oxidacdo de elétrons dos substratos e sdo encontradas, principalmente, em
fungos basidiomicetos (VALLE, 2012). Essas enzimas oxidativas sdo empregadas em uma
variedade de setores das industrias mundiais, assim como, em processos de biorremediacéo,
uma vez que, sdo consideradas ecoldgicas por envolver oxigénio como aceptor final de
elétrons e, assim, produz agua como subproduto (ARCA-RAMOS et al., 2017; CHEN et al.,
2016; RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2016; VISWANATH et al., 2014). E junto com
outras enzimas de interesse industrial, movimentam anualmente bilhdes de ddlares
(ORLANDELLI et al., 2012).

Com a crescente industrializacdo, as crescentes preocupacdes ambientais e 0s
beneficios multiplos das enzimas, espera-se que a demanda por enzimas aumente entre 2016 e
2021 (DEWAN, 2017). Frente ao cenario mundial, o mercado brasileiro é considerado pouco
representativo, mas revela grande potencial para a producdo de enzimas, por gerar grandes
quantidades de residuos agroindustriais. Assim, utilizar esses residuos durante o processo de
producdo enzimatica pode reduzir os custos decorrentes da obtencdo de matéria prima
(DEWAN, 2017; MUSSATO et al.,, 2007). Os residuos agricolas sdo utilizados na
fermentacdo em estado solido, por simular o habitat natural dos fungos basidiomicetos, de
forma a estimular a producao de enzimas, como as lacases (FARINAS, 2015; RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016; RISDIANTO et al., 2012).

O Estado do Amazonas produz grandes quantidades de residuos agroindustriais
como as cascas de tucuma e estas podem ser uma alternativa empregada em bioprocessos em
estado solido devido a sua elevada disponibilidade e baixo custo (PANDEY et al., 2000;
SANTOS, 2016). SANTOS (2016), obteve producdo significativa de lacase por P. ostreatus
utilizando cascas de tucuma, cascas de pupunha e cascas da raiz da mandioca, enzima de

interesse para degradacgéo de varios compostos poluentes.

Os corantes sintéticos sdo amplamente empregados nas industrias do setor téxtil, que
geram grandes volumes de &guas residuais provenientes do processos de coloragdo dos
tecidos (BIBI; BHATTI, 2012; GUIVARCH et al.,, 2003; ROBINSON; CHANDRAN;
NIGAM, 2001; SINGH; CHADHA, 2016; YUAN, et al., 2016). E suas estruturas complexas,

resistentes a exposi¢do ao suor, a luz, a agua, agentes oxidantes, tornam 0s corantes muito
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estaveis e dificeis de degradar (NIGAM et al., 2000; WILLMOTT; GUTHRIE; NELSON,
1998).

O objetivo deste trabalho foi utilizar cascas de tucuma do Amazonas, Astrocaryum
aculeatum Meyer, como substrato em bioprocesso em estado solido para producéo de lacase
por Pleurotus ostreatus, visando utilizar o extrato enzimético para remover o corante Remazol
Brilliant Blue-R.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lacase

A busca por produtos ou processos que minimizem as consequéncias negativas
oriundas das industrias, tem incentivado a demanda por pesquisas que auxiliem as industrias a
se desenvolver de forma sustentavel, mantendo e/ou aumentando a sua lucratividade. Essas
séo questbes que estimulam, principalmente, o0 mercado mundial das enzimas (PEZZELLA et
al., 2014; VALLE, 2012).

A producéo de enzimas € um campo da biotecnologia em expansdao (ORLANDELLI
et al., 2012). Esse mercado deverd atingir US$ 1,27 bilhdo até 2021. E dentre as industrias de
enzimas mundialmente conhecidas pode-se citar algumas como Novozymes (Dinamarca),
Amano Enzymes Inc. (Japdo), Codexis Inc. (E.U.A.), Sanofi S.A. (Franga), F. Hoffmann-La
Roche Ltd. (Suica) (DEWAN, 2017).

As enzimas sdo moléculas com a capacidade de acelerar processos quimicos e
apresentam grandes vantagens, além de gerarem beneficios ambientais pois, sdo
biodegradaveis, o que as tornam ecologicamente mais vidveis (MUSSATO et al., 2007,
PEZZELLA et al., 2014; TAVARES, 2006). Elas sdo de grande interesse industrial: a)
porque podem ser obtidas de forma facilitada através da biotecnologia; b) por apresentarem
acdo especifica ou inespecifica; ¢) por apresentarem menor consumo energético e maior
velocidade de reacgdo; d) por proporcionarem reducdo dos custos de laboratério, assim como
de maquinario e, em consequéncia, melhorias dos processos em que estdo envolvidas
(MUSSATO et al., 2007).

E dentre as enzimas de interesse estd a lacase, que pode ser utilizada para fins
industriais e/ou processos de biorremediacdo (MAJEAU; BRAR; TYAGI, 2010; TAVARES,
2006).
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A lacase é uma glicoproteina com, em média, 500 a 550 amino&cidos que apresenta
massa molecular entre 50 e 130 kDa, cujo componente de carboidratos € composto
essencialmente por manose, N-acetilglicosamina e galactose. As quantidades de carboidratos
nesta enzima variam entre diferentes fungos e parece ser responsavel pela estabilidade da
proteina e pela protecdo contra protedlise e agdo de radicais livres (MOROZOVA et al., 2007;
VALLE, 2012).

A enzima lacase ou para-difenol (EC 1.10.3.2) pertence a classe das oxidorredutases
e a subclassse das oxidases, contém cobre e utiliza a capacidade redox dos ions de cobre para
catalisar a reducdo de oxigénio molecular a &gua, por possuir afinidade especifica com o
oxigénio molecular como seu aceptor de elétrons. Uma das suas caracteristicas marcantes é
sua baixa especificidade em relacdo aos seus substratos redutores, basicamente qualquer
substrato com caracteristicas semelhantes a um p-difenol serd oxidado por lacases. Pelo
menos algumas das lacases fungicas também podem oxidar monofendis e tém a capacidade
para oxidar compostos ndo fendlicos sob certas condi¢des, alem de poderem atuar na auséncia
das enzimas manganés peroxidase e lignina peroxidase (BOURBONNAIS; PAICE, 1990;
MAYER; STAPLES, 2002; SHAH; NERUD, 2002; THURSTON, 1994).

O ciclo da lacase se resume basicamente na reducao da lacase nativa através dos seus
centros cataliticos (4 &tomos de Cu com estado de oxidacdo +2). No processo de oxidagdo
desta reacdo ocorre a reducdo do cobre tipo 1 (Cu®* & Cul+) pelo substrato e transferéncia
interna de elétrons acontecem do sitio catalitico tipo 1 para os demais sitios cataliticos (tipo 2
e 3) até a completa reducdo de todos os sitios. Posteriormente, acontece a reducdo do Oa,
formando agua para retomar novamente o ciclo permitindo, assim, que a enzima atue de
forma ciclica e que o centro catalitico tipo 1 sempre esteja pronto para promover a oxidacao
de um novo substrato como mostrado na Figura 1 (AGUIAR; FERRAZ, 2011; BOLLAG,
2010; COLE et al., 1990; GIANFREDA; XU; VILLELA, 2006).



Figura 1 - Ciclo catalitico da lacase.
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Fonte: JAVED et al. (2017).

Além de ser utilizada em varios ramos industriais, tais como no setor de alimentos
(LETTERA et al., 2015), industria de papel e celulose (MONSSEF; HASSAN; RAMADAN,
2016), industrias téxteis (IRACHETA-CARDENAS et al., 2016), as lacases tém atraido
interesse crescente, por sua utilizacdo bem sucedida, em processos de biorremediacéo,
particularmente em tratamento de descoloracgdo, por conta da semelhanca estrutural de muitos
corantes téxteis com o0s substratos naturais da lacase, por exemplo a lignina (BOLLAG;
SHUTTLEWORTH; ANDERSON, 1988; YUAN et al., 2016).

2.2 Fungos produtores de lacase

As lacases sdo amplamente distribuidas na natureza, encontradas em plantas, insetos,
bactérias e, principalmente, em fungos basidiomicetos (MAJEAU; BRAR; TYAGI, 2010;
MAYER; STAPLES, 2002; MIKOLASCH; SCHAUER, 2009; MOROZOVA et al., 2007;
THURSTON, 1994; VALLE, 2012).

Os fungos basidiomicetos, conhecidos também por fungos lignoceluloliticos ou
lignoliticos, se desenvolvem principalmente sobre a madeira em decomposi¢do e outros
residuos de origem vegetal. Sdo importantes decompositores e responsaveis pela reciclagem
do carbono nos ecossistemas, degradando os componentes estruturais da madeira, a partir dos
quais obtém energia para o seu crescimento e reproducdo. Consequentemente, causam a
podriddo branca na madeira e este termo esta relacionado a aparéncia de cor branca

frequentemente, observada na madeira atacada por esses fungos que degradam esses
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constituintes estruturais a dioxido de carbono, agua e residuos humicos (BUTLER; MASON,
1997; ERIKSSON, 1990; HATAKKA, 1994; MAYER; STAPLES, 2002; MELO;
AZEVEDO, 1997; PERALTA et al., 2016; YU et al., 2013).

Dentre 0s componentes estruturais basicos da madeira ou do material
lignocelulosico, ou lignolitico, esta a celulose, hemicelulose e a lignina, além de xilose,
arabinose, manose e ramnose. Dentre os trés constituintes, a lignina destaca-se pela sua
recalcitrancia, ou seja, € um polimero de dificil degradacdo por conta da sua composicéo, que
confere, assim, protecao contra o ataque de alguns micro-organismos e acédo de certas enzimas
como mostrado na Figura 2 (HARTLEY; FORD, 1989; GARROTE; DOMINGUEZ;
PARAJO, 1999; PERALTA et al., 2016; SANCHEZ, 2009).

Figura 2 - Principais constituintes dos materiais lignoceluldsicos.

1
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Fonte: PERALTA et al. (2016).

Os micro-organismos que conseguem degradar a lignina sd&o os fungos de
decomposicdo branca. Estes conseguem tal feito atraves de suas enzimas extracelulares,
incluindo a lacase, que oxidam o0s compostos estruturais da lignina (AGUIAR, 2006;
CONCEICAO, 2010; ERIKSSON, 1990; TAVARES, 2006; YUAN et al., 2016).

E a elucidacdo do mecanismo de degradacdo da lignina contribuiu para o

desenvolvimento de varias pesquisas com fungos de degradacéao branca, a fim de avaliar a sua
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capacidade de degradar outros compostos com caracteristica recalcitrante (BOLLAG,;
SHUTTLEWORTH; ANDERSON, 1988; MAYER; STAPLES, 2002; MELO; AZEVEDO,
1997; YUAN et al., 2016).

Os micro-organismos que sdo particularmente empregados em bioprocessos em
estado solido sdo os fungos basidiomicetos (FARINAS, 2015; PANDEY; SOCCOL, 1998),
pois sdo capazes de degradar a estrutura da lignina, presente nos residuos lignoliticos
comumente utilizados nesses bioprocessos (RAVINDRAN; JAISWAL, 2016). E uma vez que
a FES simula seu habitat natural eles séo capazes de produzir altas quantidades de enzimas
(FARINAS, 2015; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

No entanto. ndo apenas as particularidades do fungo, mas também a natureza do
material lignocelulésico sdo fatores muito importantes que determinam a expressdo do
potencial enzimético dos fungos (PACKIYAM; RAGUNATHAN, 2013).

Um basidiomiceto bastante relatado em FES é do género Pleurotus. KARP et al.,
(2015), cultivaram P. ostreatus em bagaco de cana-de-agucar e obteviveram 151,6 (U/g) de
lacase em 5 dias. SANTOS (2016), ao cultivar a mesma espécie em casca de tucuma
conseguiu a producdo de 21766,82 U/Kg da mesma enzima em 30 dias. AKPINAR e UREK
(2017), cultivaram Pleurotus eryngii com residuos de péssego e alcangaram a producdo da
lacase de 2193,06 U/L, em 17 dias. Pleurotus nebrodensis foi cultivado em palha de trigo por
6 dias e produziu 145,10 U/mL (ASLAM et al., 2016). Figura 3.

Figura 3 — Fungo basidiomiceto do género Pleurotus.

Fonte: SANTOS (2016).



2.3. Composto recalcitrante

O crescimento dos centros urbanos, das industrias, da agricultura tem contribuido
para a contaminagdo dos solos e dos corpos d’agua, através da exposi¢do de diversos
compostos organicos sintéticos, conhecidos como xenobioticos por serem estranhos aos seres
vivos. Assim, esses compostos sdo acumulados rotineiramente, de forma a desencadear
impactos negativos ao meio ambiente (ABDOLALI et al., 2014; BORGES et al., 2016;
BROWN, 2000; DUBUS; HOLLIS; KUSTER et al., 2009; MELO; AZEVEDO, 1997).

2.3.1. Corante sintético

Desde a descoberta do corante sintético em 1856, por William Henry Perkin, a
sua producdo vem aumentando a cada ano. SO no final do século XI1X, foram desenvolvidos e
fabricados 10.000 novos corantes sintéticos (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS,
2003).

As industrias desse ramo podem ser divididas em duas grandes areas: as de
pigmentos, substancias inorgénicas ou organicas insolUveis em agua que geralmente sdo
aplicadas ao substrato que devem colorir em um processo ndo aquoso. E a outra area é a dos
corantes, substancias organicas soltveis em agua (BROWN, 1987; CHIOU; LI, 2002). De
maneira geral, os termos corante e pigmento sdo utilizados para designar substancias que
conferem cor (CARVALHO, 2004).

Industrias de couros, téxteis, plasticos, papé€is e outras, utilizam frequentemente
corantes sintéticos para colorir seus produtos finais (CHIOU; LI, 2002; GUIVARCH et al.,
2003). Sendo que as principais industrias a utilizar os corantes sintéticos sdo as do setor téxtil,
uma das principais industrias do mundo, que geram grandes volumes de aguas residuais
decorrentes dos seus varios processos de tingimento. Onde sdo utilizados aproximadamente
de 200 a 400 litros de agua para produzir 1 kg de tecido (BIBI; BHATTI, 2012; GUIVARCH
et al., 2003; ROBINSON; CHANDRAN; NIGAM, 2001; SINGH; CHADHA, 2016; YUAN,
et al., 2016).

Estima-se que 10 a 20% dos corantes sejam descartados nas aguas residuais das
indUstrias téxteis em consequéncia de perdas durante o processo de fixacdo aos tecidos
(CATANHO; MALPASS; MOTHEO, 2006). Normalmente esses corantes passam inalterados

pelos sistemas de tratamento convencionais de esgotos e voltam para os cursos d’agua
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(BROWN, 1987; FU; VIRARAGHAVAN, 2001; WILLMOTT,; GUTHRIE; NELSON,
1998). Essa inalteracdo ocorre por conta de suas estruturas complexas, projetadas a resistir a
exposicao ao suor, a luz, a agua, agentes oxidantes, e como resultado se tornam muito estaveis
e dificeis de degradar (GUTHRIE; NELSON, 1998; NIGAM et al., 2000; WILLMOTT).

E a presenga dos corantes sintéticos na agua € potencialmente prejudicial aos
seres Vivos, pois estes apresentam propriedades mutagénicas, cancerigenas, entre outros
(JOACHIM; BURRELL; ANDERSEN, 1985; SINGH; CHADHA, 2016). Além de serem
prejudiciais a0 meio ambiente, causando eutrofizacdo, poluicdo estética, entre outros
(LACHHEB et al., 2002).

Os corantes sdo perceptiveis mesmo em pequenas quantidades nos corpos d’agua,
uma concentracdo de 1 mg/L, aproximadamente, é suficiente para detecta-los visualmente
(BANAT et al., 1996; CAMPOS et al., 2001; CHUNG; STEVENS, 2006; GUARATINI;
ZANONI, 1999; GUIVARCH et al., 2003). A coloracdo das aguas também pode afetar os
processos fotossintéticos e a solubilidade dos gases na 4agua (ARSLAN; BALCIOGLU;
BAHNEMANN, 2000).

No ano 2000, ja existiam mais de 100.000 corantes disponiveis comercialmente. E
essa variedade justifica-se pelo fato de que cada fibra a ser colorida necessita de corante com
caracteristicas especificas (GUARATINI; ZANONI, 1999; NIGAM et al., 2000). Os corantes
possuem dois grupos responsaveis por suas propriedades Gnicas: um é o grupo cromoforo
(KUNZ et al., 2002), responsavel pela cor (ROSA, 2010) e o outro grupo € responsavel pela
fixacdo do corante no tecido (ALCANTARA; DALTIN, 1996; GUARATINI; ZANONI,
1999; WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003).

Existe uma diversidade de grupos cromoforos utilizados para sintetizar corantes,
sendo que a distingdo entre eles se baseia no tipo de grupos funcionais conjugados. Dentre
eles estdo os nitrofenol, nitrosofenol, trifenilmetano, antraquinona, ftalocianina,
vinilsulfénico, pirimidina e triazina, mas os principais grupos sdo 0s azos € as antraquinonas.
(CARREIRA, 2009; KUNZ et al, 2002; TWARDOKUS, 2004; VANDEVIVERE;
BIANCHI; VERSTRAETE, 1998).

E de acordo com o modo de fixacdo tém-se os grupos dos corantes classificados
como diretos, azéicos, acidos, a cuba, de enxofre, dispersivos, pré-metalizados, branqueadores
e os reativos (ALCANTARA,; DALTIN, 1996; GUARATINI; ZANONI, 1999).
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Os corantes reativos sdo sollveis em &gua e 0s principais corantes desta classe
contém cromoéforos com fungdes azo e antraquinona e grupos reativos, eletréfilo, como
clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila. Dentre eles, os que possuem a base de antraquinona sao
considerados mais resistentes, devido a sua composicdo apresentar estruturas de anéis
aromaticos fundidos que mantém a cor por longos periodos de tempo em corpos d’agua
(ALCANTARA; DALTIN, 1996; GUARATINI; ZANONI, 1999; NIGAM et al., 2000) . Eles
também favorecem a obtencédo de todas as tonalidades, inclusive as coloracdes mais brilhantes
(ALCANTARA,; DALTIN, 1996).

Esses corantes sdo aplicados as fibras através de ligacfes covalentes entre grupos
reativos presentes em suas estruturas e os grupos das fibras celulésicas (R-OH), ou com
grupos das fibras proteicas (R-NH2, R-OH e R-SH) ou com grupos das poliamidas (R-NH2)
(ALCANTARA; DALTIN, 1996; BERGAMINI; OLIVEIRA; ZANONI, 2005;
GUARATINI; ZANONI, 1999; TWARDOKUS, 2004). Este tipo de ligagdo quimica
estabelecido entre a fibra e o grupo reativo do corante, confere maior estabilidade a cor do
tecido tingido quando comparado a outros tipos de corantes (BERTAZZOLI; PELEGRINI,
2002; TWARDOKUS, 2004).

Dentre os corantes reativos comumente utilizados nas inddstrias téxteis para tingir
fibras celul6sicas esta 0 Remazol Brilliant Blue R (RBBR), também conhecido como Reactive
Blue 19. E um corante de vinilsulfona a base de antraquinona, derivado do antraceno,
hidrocarboneto aromaético policiclico, geralmente utilizado como material de partida na
producdo de corantes poliméricos cuja estrutura é mostrada na Figura 4 (HADIBARATA,
YUSOFF; KRISTANTI, 2012; SING et al., 2017; SINGH; CHADHA, 2016; SOARES;
AMORIM; COSTA-FERREIRA, 2001).

Figura 4 - Estrutura quimica do corante Remazol Brilliant Blue-R (RBBR).

Fonte: Adaptado de BIBI e BHATTI (2012).
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O RBBR representa uma importante classe de poluentes organicos toxicos e
recalcitrantes, por conta de sua estrutura quimica complexa e estavel. E quando liberado sem
tratamento adequado pode persistir por anos no meio ambiente (BROWN, 1987; CHIOU; LI,
2002; SING et al.,, 2017; SINGH; CHADHA, 2016; SOARES; AMORIM; COSTA-
FERREIRA, 2001). O cléssico trabalho de WEBER e STICKNEY (1993), demonstrou que a
vida média para a degradacédo de RBBR no meio ambiente, a pH 7, tipico de aguas naturais, a

25°C, é de aproximadamente 46 anos.

Logo, corantes em aguas residuais devem ser tratados antes de serem lancados no
meio ambiente. E as técnicas a partir de tratamento bioldgico tem demonstrado ser uma
solucdo eficaz e com custos consideraveis, onde as lacases dos fungos de decomposicao
branca demonstram ser eficientes na remocéo de corantes téxteis (SING et al., 2017; YUAN
etal., 2016; ZHUO et al., 2016).

2.4. Bioprocesso em estado sélido

A fermentacdo é uma das mais antigas tecnologias utilizadas no mundo, onde quase
todos os processos de fermentacdo se baseavam no principio da fermentacdo em estado sélido
(FES) (FARINAS, 2015; PANDEY, 2003; PEREIRA; SOCCOL; SOCCOL, 2016). No
processo de fermentacdo sdo empregados micro-organismos para a producdo de produtos de
interesse (FARINAS, 2015).

A FES oferece vantagens como baixo consumo de energia, menor producdo de
efluentes e beneficios ecologicamente adequados, como a reducdo de residuos agroindustriais
em locais inadequados (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003). Sendo que os extratos
enzimaticos extraidos desse tipo de bioprocesso apresentam boa qualidade (MARTINS et al.,
2011; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

Opta-se em utilizar a FES, dentre outros motivos, por conta de seus custos
operacionais reduzidos quando comparados aos da fermentacdo submersa (RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016), somado a agregacdo de valor dos residuos agroindustriais utilizados como
substrato . Podendo, a FES, ser utilizada a) de modo que o residuo agroindustrial possa ser
utilizado como fonte de carbono, energia; b) ou utilizada como suporte solido inerte
(PANDEY et al., 2000).
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Este tipo de fermentacdo possui a caracteristica do micro-organismo se desenvolver
em materiais solidos em que ndo ha &gua na forma livre, mas o meio de cultivo deve conter

umidade suficiente para suportar o seu crescimento (PANDEY, 1992).

Muitas enzimas produzidas foram descritas a partir da FES, empregando
condicBes operacionais especificas ou variando uma condicdo por vez (FARINAS, 2015). E a
otimizacgdo deste processo, de producdo enzimatica, se torna necessaria para aumentar a sua
obtencdo com caracteristicas constantes e uniformes. Algumas variaveis operacionais sao
importantes para o processo de otimizacdo, como a escolha do micro-organismo especifico, a
selecdo do substrato, umidade, temperatura, pH e tempo de cultivo (FARINAS, 2015;
PACKIYAM; RAGUNATHAN, 2013; PANDEY, 2003; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016;
SINGHANIA et al., 2010; SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003).

2.4.1. Residuo agroindustrial

Na FES comumente utilizam-se materiais de origem agroindustrial, por serem
abundantes, facilmente disponiveis, ricos em carbono e normalmente subutilizados
(FARINAS, 2015; PANDEY et al., 2000). E no Brasil o emprego dos residuos agroindustriais
é favorecido, uma vez que o pais possui a agricultura como principal atividade agricola,

disponibilizando grandes quantidades desses tipos de residuos (PANDEY, 2003).

Na producdo comercial das enzimas, quase 28% dos custos operacionais Sao
voltados para a aquisicdo de matéria-prima (KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012). E para
tentar baratear os custos de producdo enzimatica, varias pesquisas sdo voltadas para utilizar
residuos agroindustriais como matéria-prima para a sua producdo. E a utilizacdo de residuos
subutilizados, da area agroindustrial, como substrato para processos fermentativos contribui
para a producdo de produtos com valor agregado como enzimas, etanol, aminoacidos, entre
outros (GASSARA et al., 2010; PANDEY et al., 2000; RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

E um dos residuos agroindustriais subutilizados na regido Norte é a casca do
tucuma, que € uma fruta proveniente de uma palmeira conhecida como tucumanzeiro. Sao
conhecidas duas espécies de tucuma: a) Astrocaryum vulgare Martius comumente encontrada
na regido de Belém, no estado do Para e b) Astrocaryum aculeatum Meyer, encontrada no
estado do Amazonas, com demanda firmada e crescente na cidade de Manaus (CLEMENT,;
LLERAS; VAN, 2005).
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Em média, um tucumanzeiro pode produzir, aproximadamente, 750 frutos
(SHANLEY; MEDINA, 2005). O tucuma possui teor vitaminico até trés vezes maior quando
comparado com a cenoura, e até noventa vezes maior ao ser comparado com o abacate (
ARAGAO, 2013; CAVALCANTE, 1974; SHANLEY; MEDINA, 2005). Além de ser um
6timo produtor de carotenoides (B caroteno) (RODRIGUEZ-AMAYA, 1996).

Do fruto, a polpa é a mais utilizada para diversas finalidades, sendo geralmente
consumida in natura acompanhada de café, farinha de mandioca, p&o, tapioca. Mas também
pode ser consumida em forma de sucos ou sorvete. Atualmente na cidade de Manaus, a polpa
do tucuma é incluida em alguns preparos alimenticios, como pizzas e sushis, dando um toque
regional a estes alimentos (CANTO, 2016; DIDONET; FERRAZ, 2014).

Em 2014 foram comercializadas, aproximadamente, 367,8 t de tucuma nas feiras e
mercados da cidade de Manaus. E apesar da exploracdo do fruto, da polpa e seus derivados
representar uma atividade econémica significativa, esta é fundamentada quase totalmente na
exploragdo extrativista e em uma cadeia de comercio informal. Deste modo, os frutos e a
polpa, raramente sdo comercializados em supermercados, sendo encontrados, geralmente, em
mercados municipais, feiras livres ou a partir de vendedores ambulantes nas ruas da capital
amazonense (CANTO, 2016; DIDONET; FERRAZ, 2014; RUFINO et al., 2015).

As cascas e sementes sdo geralmente residuos subutilizados, ndo sdo aproveitados
em todo o seu potencial. E, desta forma, contribuem para a poluicdo ambiental e visual dos
mercados, das feiras e ruas, principalmente, da cidade de Manaus (AGUIAR, 2016;
DIDONET; FERRAZ, 2014).

Mas uma pesquisa realizada por SANTOS, (2016), demonstrou que as cascas de
tucumd podem ser reaproveitadas, de forma a minimizar 0s impactos negativos no meio
ambiente, uma vez que estas apresentaram potencial como substrato em FES para producao

de lacase a partir de P. ostreatus.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Utilizar casca de tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer) como substrato para a

producdo de lacase por Pleurotus ostreatus LM 6226 para remover um corante téxtil.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia de fatores limitantes (como iluminagéo, temperatura, quantidade
de inéculo, métodos de suplementacdo e inducdo) na producdo de lacase por P.
ostreatus LM 6226.

Determinar o pH e temperatura 6timos para atividade de lacase.

Verificar a estabilidade da atividade da lacase frente a mudancas de pH e

temperatura.

Averiguar a remogéo de um corante téxtil pela lacase de P. ostreatus LM 6226.
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CAPITULO |

Cascas do fruto de tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer)
como substrato para producéo de lacase por Pleurotus
ostreatus LM 6226 para remocao de corante téxtil
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RESUMO

A enzima lacase é utilizada em diversos ramos de aplicacdes industriais e biotecnolégicas.
Pleurotus ostreatus é um conhecido bom produtor de lacases. Atualmente, sdo necessarios
estudos que investiguem a reducdo de custos dos bioprocessos, incluindo como estratégia o
uso de residuos como substrato para bioprocesso em estado solido. No estado do Amazonas,
ha um grande consumo do fruto de tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer), e consequente
descarte das cascas do fruto. O presente trabalho investigou a utilizagdo de casca do fruto de
A. aculeatum como substrato para producdo de lacase em bioprocesso em estado solido com
P. ostreatus LM 6226. O bioprocesso foi realizado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo
15 g de meio de cultivo (cascas de tucumd, umidade de 70%). O indculo foi realizado
transferindo-se 10 plugs (5 mm ¢) de micélio retirados de placas de BDA previamente
incubadas (120 horas). As culturas foram mantidas em condicao estatica, a 25°C, por 15 dias.
Ensaios univariados foram realizados para avaliar a influéncia dos fatores: a) Temperatura de

crescimento, b) Tamanho de inoculo, ¢) % de umidade, d) suplementacdo com farelo de trigo,
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e) presenca de CuSOs e f) Regime de iluminagdo. Uma cinética foi realizada nas condicGes
estabelecidas nos ensaios univariados. Em adicéo, foi investigada a influéncia de temperatura,
pH e estabilidade das lacases. Por fim, foi investigado o potencial da enzima produzida na
remocao de cor (% reducdo de Abs a 595 nm) de uma solugdo de Remazol Brilliant Blue-R
(RBBR) (200 mg/L). As condicBes 6timas para a producdo de lacases utilizando a casca do
fruto de A. aculeatum como substrato foram: temperatura de 25°C, inoculo de 10 plugs por
cultivo, 70% de umidade e incubacdo em iluminacdo ambiental. A presenca de farelo de trigo
e sulfato de cobre ndo apresentaram influéncia na producdo da enzima. O estudo quanto a
cinética de producéo das lacases demonstrou que no 10° dia do bioprocesso foram observadas
as atividades méaximas da enzima. A investigacdo quanto a temperatura e pH 6timos revelou
enzimas com pH étimo de 5 e temperaturas 6timas entre 25-50 °C. Os estudos de estabilidade
da enzima demonstraram lacases com atividade residual >85% quando incubadas por 24 em
pH entre 5-6 e atividade residual >75% quando incubadas por 70 min em temperaturas entre
25-30°C. O ensaio de remocdo de cor de uma solucdo de RBBR apresentou taxas de remocao
relativa de até 20% da Abses nmy/h.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial. Bioprocesso em estado sdlido. Basiomicetos.

Enzima. Corante.

1 INTRODUCAO

As lacases sdo enzimas multicobre, que podem catalisar uma variedade de reacfes
envolvendo a oxidacdo de elétrons dos substratos e sdo encontradas, principalmente, em
fungos basidiomicetos [1]. Essas enzimas oxidativas sdo empregadas em uma variedade de
setores industriais mundiais, assim como, em processos de biorremediacdo, uma vez que, sao
consideradas ecoldgicas por envolver oxigénio molecular como aceptor final de elétrons e,
assim, produz agua como subproduto [2-5]. E junto com outras enzimas de interesse

industrial, movimentam anualmente bilhdes de ddlares [6].

Na produgdo comercial de enzimas, incluindo lacases, quase 28% dos custos
operacionais sdo voltados para a aquisicdio de matéria-prima, tornando as enzimas
comercialmente caras [7]. Apesar do mercado brasileiro ser considerado pouco representativo,
revela grande potencial, uma vez que, € um pais agricola, que gera grandes volumes de

residuos agroindustriais. Logo, a reducdo nos custos de producdo de enzimas é favorecida,
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através da utilizacdo dos subprodutos agricolas como matéria-prima [8,9]. A utilizacdo desses
residuos agricolas é bem empregada na fermentacdo em estado solido, j& que estes simulam o
habitat natural dos fungos basidiomicetos, estimulando-os a produzir altas quantidades de

enzima lacase [10-12].

Poucos trabalhos foram desenvolvidos descrevendo a producdo de lacase por
basidiomicetos a partir de residuos agroindustriais de origem Amazo6nica. Dentre essas
pesquisas, deve-se destacar o trabalho desenvolvido por Santos, que demonstrou ser possivel
utilizar residuos agroindustriais da regido como substratos para producdo de lacase, com
destaque para casca do fruto de Astrocaryum aculeatum Meyer, conhecido popularmente
como tucuma [13].

O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de cascas do fruto de tucuma
(Astrocaryum aculeatum Meyer) como substrato em fermentacdo em estado sélido para

producdo de lacase por P. ostreatus LM 6226.

2 METODOLOGIA

2. 1 Micro-organismo

Nesse estudo foi utilizado o basideomiceto Pleurotus ostreatus 154 obtido
comercialmente por meio da empresa "Cogumelo Hobby (Jundiai - Sdo Paulo - Brasil)",
empresa especializada na comercializacdo de cepas de fungos para fins médicos e
alimenticios. Atualmente, a linhagem estd depositada na Cole¢do de Micro-organismos do
INPA sob o nimero LM 6226.

2. 2 Residuo Agroindustrial

As cascas de tucuma do Amazonas (fruto de Astrocaryum aculeatum Meyer) foram
coletadas na feira do Coroado, na cidade de Manaus-AM, entre os meses de janeiro a julho de
2017. As amostras foram limpas e secas (80°C até peso constante), trituradas (moinho de

cereais) e padronizadas quanto a granulometria (3-5 mm).

2. 3 Bioprocesso em estado sélido
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O bioprocesso foi realizado em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 15 g de meio
de cultivo (cascas de tucuma, umidade inicial de 70%). Os frascos foram autoclavados (120
°C, 15 minutos). O inoculo foi realizado transferindo-se 10 plugs (5 mm ¢) de miceélio
retirado de placas de BDA previamente incubadas (120 horas). As culturas foram mantidas a
25°C, por 15 dias.

Tomando como base o bioprocesso descrito no paragrafo anterior, ensaios
univariados foram realizados para a avaliar a influéncia da: a) Temperatura de crescimento (5,
25, 35 e 45°C), b) Tamanho de in6culo (1, 5, 10 e 20 Plug/ensaio) c) % de umidade inicial
(50, 60, 70 e 80 %) d) Suplementacdo com farelo de trigo (0; 1; 2,5 e 5 g) €) Suplementacéo
com sulfato de cobre (0; 0,5; 1 e 2 mM) f) Regime de iluminacdo (Sem iluminacdo ou com

lux por 12 horas).

2. 4 Determinacdo da atividade enzimatica

Apds o periodo de cultivo, a extracdo enzimatica foi realizada transferindo-se 1g de
meio do bioprocesso para um tubo com tampa descartavel (15 mL) contendo 9 mL de tampé&o
citrato fostato (50 mM, pH 5). A mistura foi incubada (tubo na vertical) sob agitacdo orbital
(100 rpm) por uma hora. Apo6s esse periodo, a mistura foi centrifugada (10.000 G por 15 min,

4°C) e o sobrenadante foi usado para a quantificacdo enzimatica.

A atividade de lacase foi medida utilizando como substrato a siringaldazina [14]. A
solucgéo reativa consistiu de tampao citrato-fosfato a 50 mM, pH 5,0 (0,80 mL), solucdo de
1mM de siringaldazina (0,1 mL) e solucdo enzimatica bruta (0,1 mL). A oxidacdo da
siringaldazina foi acompanhada pelo aumento da absorbancia a 525 nm (g=65,000M-1cm-1),
de 10 em 10 segundos durante 1 minuto. Nas condi¢Ges experimentais, uma unidade
internacional de atividade enzimatica (Ul) foi definida como a quantidade de enzima

requerida para produzir 1 umol de produto/minuto.

2. 5 Cinética de producéo enzimética

O bioprocesso com as melhores condicGes, anteriormente descritas de cultivo para

producdo de lacase foi realizado no total de 30 dias. E as culturas foram interrompidas a cada
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cinco dias para andlise enzimética de lacase. As lacases produzidas no 10° dia desse

experimento foram utilizadas nos demais ensaios descritos a seguir.

2. 6 pH e temperatura 6timos das lacases produzidas

Para determinacdo do pH étimo, foi usada a metodologia descrita para quantificacdo
das lacases, porem variando-se os tampdes utilizados na quantificacdo enzimatica. Foram
utilizados os seguintes tampdes: a) Citrato (50 mM), pH 3, 4 e 5; b) Fosfato de sédio (50 mM)
pH6e7ec)o Tris-HCI (50 mM) pH 8¢ 9.

Para determinacdo da temperatura 6tima também foi usada a metodologia ja descrita
para quantificacdo das lacases, porém variando-se as temperaturas de incubacdo. As
temperaturas investigadas foram 25, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C.

2. 7 Influéncia do pH e temperatura na estabilidade das lacases produzidas

A estabilidade em diferentes pH foi avaliada incubando-se as lacases em
diferentes tampdes a) Citrato-fosfato (50 mM), pH 3, 4 e 5; b) Fosfato de sodio para 50 mM)
pH 6 e 7ec)o Tris-HCI (50 mM) pH 8 e 9 por 24 horas, sendo que a cada 1 hora foi avaliada
a atividade enzimatica residual (atividade residual/ atividade inicial x 100%) utilizando-se

pela metodologia previamente descrita.

A estabilidade em diferentes temperaturas foi avaliada incubando-se as lacases em
diferentes temperaturas: 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C por 70 minutos, sendo que a cada
10 minutos foi avaliada a atividade enzimatica residual (atividade residual/ atividade inicial x

100%) utilizando-se pela metodologia previamente descrita.

2. 8 Remocéo do composto recalcitrante com o extrato enzimatico

Para avaliar a capacidade do extrato enzimatico de lacase em remover 0 composto
recalcitrante conhecido como Remazol Brilliant Blue-R, RBBR, um corante téxtil, foi
realizada uma mistura reacional contendo: RBBR (200 mg/L) em tampé&o com pH 6timo e o

extrato enzimatico (50 UI/L). A incubagdo ocorreu em tubos de ensaios por até 24 horas. E
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apos os periodos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 h foi avaliada a remocao de absorbancia em 595nm
(Amax) do RBBR em espectrofotdometro (FEMTO 600 Plus).

2.9 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram calculados o desvio
padrdo e a média para cada uma das determinacgdes realizadas. Quando necessario comparar
variancias foi utilizado teste de ANOVA suplementado pelo teste paramétrico “t”, com

intervalo de confianca de 95%.

3 RESULTADOS

3. 1 Producéo de lacase

A fim investigar fatores do bioprocesso em estado solido na producéo de lacase por
P. ostreatus utilizando a casca do fruto de tucumd (A. aculeatum Meyer) como substrato
foram realizados ensaios univariados que investigaram a influéncia dos fatores: a)
Temperatura de crescimento, b) Tamanho de inéculo, ¢) % de umidade, d) Suplementacao
com farelo de trigo, e) Presenca de CuSOs e f) Regime de iluminagdo (Figura 1). As
condicdes selecionadas para a producdo de lacases utilizando a casca do fruto de A. aculeatum
Meyer como substrato foram: temperatura de 25 °C, inéculo de 10 plugs por cultivo, 70% de
umidade e incubacdo em iluminacdo ambiental. A presenca de farelo de trigo e sulfato de

cobre ndo apresentaram influéncia na producdo da enzima.

Figura 1- Estudo das condigdes de cultivo para producdo de lacase por P. ostreatus em bioprocesso sélido
com casca de tucuma (A. aculeatum Meyer) por 15 dias. a) umidade, b) in6culo, c) farelo de trigo, d)
sulfato de cobre, e) temperatura, f) iluminacao.
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3. 2 Cinética de producéo de lacase
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Fonte: o autor (2018).

Com a finalidade de estudar a produtividade do bioprocesso em estado solido, um

bioprocesso foi realizado utilizando-se dos melhores pardmetros identificados pelos
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experimentos anteriores. Uma produtividade de 392 Ul/kg.dia foi obtida no 10° dia de
bioprocesso. Figura 2.

Figura 2 - Cinética de produgdo enzimética da lacase a partir de P. ostreatus LM 6226, em
meio de cultivo em estado de solido com casca do fruto de tucuma durante 30 dias.
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Fonte: o autor (2018).

3. 3 pH e temperatura 6tima das lacases de P. ostreatus LM 6226

Com a finalidade de conhecer melhor as lacases produzidas por P. ostreatus LM 6226
foram realizados ensaios que investigaram o pH e temperatura 6tima (Figura 3). O pH 6timo
foi 5 e as temperaturas 6timas foram entre 25-50 °C. As analises para pH e temperatura foram
realizadas ao final de 10 minutos.

Figura 3 - Efeito do 6timo do pH e temperatura na atividade enzimatica da lacase. a) O efeito
do pH, b) E o efeito da temperatura na atividade da enzima.
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Fonte: o autor (2018).

3. 4 Estabilidade das lacases de P. ostreatus LM 6226
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A fim de avaliar a influéncia do pH e da temperatura na estabilidade das atividades
enziméticas da lacase de P. ostreatus LM 6226, os extratos enziméticos foram expostos a
diferentes condicGes de incubacdo e tiveram a sua atividade residual quantificada em
diferentes periodos. Os estudos de estabilidade da enzima demonstraram lacases com
atividade residual >85% quando incubadas por 24 em pH entre 5-6 e atividade residual >75%
quando incubadas por 70 min em temperaturas entre 25-30 °C. Figura 4.

Figura 4 - Efeito da estabilidade do pH e temperatura na atividade da lacase. a) O efeito do
pH, b) E o efeito da temperatura na atividade enzimatica.
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Fonte: o autor (2018).

3. 5 Remocdo do corante téxtil Remazol Brilliant Blue-R (RBBR)

Um ensaio foi realizado para investigar a capacidade de remocdo de cor (% de
remocado de Absgs nmy/h) de uma solucdo do corante RBBR pelas lacases produzidas (Figura



24

5). O ensaio de remocdo de cor de uma solucdo de RBBR apresentou taxas de remocao
relativas de até 20% da Absgs nmy/h.

Figura 5 — Remocdo do corante Remazol Brilliant Blue-R a partir do extrato enzimatico de
lacase de P. ostreatus cultivado com casca de tucuma em fermentagdo em estado sélido por
30 dias a) Remocdo de RBBR acompanhada em espectrofotdmetro, b) Remoc¢éo de RBBR ao
final de 24h acompanhada através da leitura visual.
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Fonte: o autor (2018).
4 DISCUSSAO

No presente trabalho, inicialmente descreveu-se as condi¢Ges 6timas para a producao
de lacases por P. ostreatus LM 6226 utilizando a casca do fruto de A. aculeatum como
substrato em fermentacdo no estado sélido. Em seguida, foi definido o momento de maior
produtividade enzimaética. Caracterizou-se pH, temperatura e estabilidade das lacases
produzidas e, por fim, foi demonstrado o potencial das lacases em oxidar e remover a cor de
RBBR. Esse € o primeiro trabalho a descrever a otimizacdo desse substrato para ser utilizado
como substrato para producdo de lacase por bioprocesso em estado solido. Esse resultado é
muito animador e possui uma importancia regional aplicada a reutilizacéo de residuos que sdo
um problema de gerenciamento urbano e a produgdo de uma enzima de grande valor
agregado.

Segundo a Secretaria Municipal de Limpeza e Servicos Publicos (Semulsp), sdo
desperdicados em média 95 toneladas de alimentos nas feiras da cidade de Manaus, isso inclui
o descarte de residuos agroindustriais. Entdo, desenvolver pesquisas que contribuam de forma
a minimizar os impactos negativos causados por esses desperdicios, &€ promissor ndo somente
para o campo académico, mas também para a sociedade. Os residuos agroindustriais tém sido

bastante utilizados na fermentacdo em estado solido como substrato porque sdo relativamente
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baratos, facilmente disponiveis, ricos em carbono e normalmente subutilizados [10,15].
Muitas enzimas foram produzidas a partir deste tipo de fermentacdo, empregando condicgdes
operacionais especificas ou variando uma condicao por vez [10]. No presente trabalho, cascas
de tucuma foram utilizadas na producéo de lacase por fermentacdo em estado solido a partir
de P. ostreatus LM 6226.

As condic¢des Otimas para a producdo de lacases utilizando a casca do fruto de A.
aculeatum como substrato foram: temperatura de 25°C, in6culo de 10 plugs por cultivo, 70%
de umidade e incubagdo em iluminacdo ambiental. Sanches, descreveu em seu trabalho que as
temperaturas ideais para o crescimento de P. ostreatus acontece em torno de 25 a 28°C [16].
Souza, Zilly e Peralta (2002), descreveram que temperatura igual ou superior a 35°C néo era
adequada para o crescimento de P. pulmonarius [17]. A temperatura pode interferir no
crescimento do microorganismo, a formacdo e germinacdo de esporos e a formacdo de
produtos [18]. Trabalhos relatam a inoculagdo de fungos basidiomicetos em bioprocessos de
estado so6lido através de plugs miceliais, mas geralmente eles ndo descrevem a sua otimizagao
[19-21]. A umidade pode influenciar os resultados da FES, de modo que a presenca de alta
umidade resulta na aglomeracdo de particulas diminuindo a porosidade, de forma a impedir
difusdo de oxigénio, podendo favorecer a contaminagéo por bactérias. Por outro lado, a baixa
quantidade de umidade tende a reduzir a difusdo de nutrientes, resultando em um baixo
desenvolvimento, logo, um nivel 6timo de umidade deve ser mantido [18,22,23]. A literatura
descreveu que a faixa ideal de umidade para o cultivo de P. ostreatus acontece de 65 a 70%
[24]. Estudo avaliou o crescimento de trés basidiomicetos em resposta a diferentes regimes
de luminosidade e evidenciaram que a luz foi fator importante para o desenvolvimento
miceliano [25]. A presenga de farelo de trigo e sulfato de cobre, no presente trabalho, néo
apresentaram influéncia na producdo da enzima. Akpinar (2012), ao utilizar residuos de uva
como substrato, descreveu a importancia do sulfato de cobre para o aumento da producéo de
lacase no 17° dia (+ 1200 U/L) a partir de P. eryngii [26]. Em oposicdo, o residuo da casca de
tucuma ndo necessitou de inducdo enzimatica e apresentou significativa producdo de lacase,
demonstrando ser um substrato que ndo necessita de suplementagdes. Elbatal et al., (2015),
também demonstraram que a suplementacdo com sulfato de cobre ndo foi uma variével
significativa na producdo de lacase [27]. Souza, Zilly e Peralta (2012), descreveram que
temperatura igual ou superior a 35°C ndo era adequada para o crescimento de P. pulmonarius
[17]. Thiribhuvanamala et al., (2017), relataram que a produgdo enzimatica varia conforme o

tipo de substrato utilizado [28].



26

No bioprocesso em condic¢des otimizadas foram observados maximos na producdo
de lacase no 10° dia. Akpinar, utilizou como substratos residuos de péssego e cereja, e obteve
maior producdo no 17° dia (2193,06 U/L) e no 10° dia (1297,22 U/L), respectivamente, a
partir do cultivo com P. eryngii [29]. A producdo de lacase com Trametes lactinea foi
investigada usando cascas de tucum& em fermentacdo submersa, e foi observada atividade
enziméatica maxima em 9 dias (33, 7 UI/L) [30]. A producdo da enzima lacase pode depender
do metabolismo primario em um determinado substrato, que muda com a composi¢do quimica
dos diferentes materiais lignocelulésicos [29], condicdes de cultivo (fermentacdo solida ou
submersa), da espécie e linhagens do género Pleurotus, fontes de carbono, nitrogénio [31].
Assim, é possivel observar que o cultivo de P. ostreatus LM 6226 com casca de tucuma em
fermentacdo em estado sélido ndo precisa ser prolongado para alcancar bons valores de

producdo enzimatica de lacase.

No presente estudo, o pH étimo de atividade enzimatica da lacase foi 5. O pH étimo
5 é comumente relatado na literatura quando utiliza-se como substrato enziméatico a
siringaldazina [27,32]. Uma vez que os valores 6timos de pH variam de acordo com o tipo de
substrato utilizado [33]. Sendo que mudancas no pH do meio reacional podem afetar a
estrutura da molécula proteica, de forma a influenciar na sua natureza catalitica [34]. Em
relacdo a temperatura Otima, € possivel observar que a enzima apresentou atividade
enzimética ativa em uma extensa faixa de temperatura entre 25 e 60°C. Elbatal et al.,
relataram que a atividade de lacase, a partir de P. ostreatus, apresentava-se ativa em intervalo
de temperatura entre 30 e 50°C [27]. E nos trabalhos de Liu e Elbatal et al., € possivel
observar a diminuicdo abrupta na atividade enzimatica de lacase em temperatura acima de
60°C [27,35], provavelmente por acontecer a desnaturacdo da enzima, inibicdo enzimatica,
aceleracdo ou inibicdo na producdo de um determinado metabolito, e morte celular [18]. A

temperatura ideal para a atividade da lacase pode diferir muito de uma cepa para outra [36].

A enzima também foi submetida a diferentes temperaturas e pH’s para avaliar a sua
estabilidade em relacdo ao tempo. Palmieri, estudou a estabilidade térmica de trés isoenzimas
de lacase, a partir de P. ostreatus, e observou que elas apresentavam atividade maxima em
uma faixa de 45 a 65°C, 50 a 60°C e de 25 a 35°C [37]. A prevencdo da inativacdo enzimatica

sob condigdes industriais &€ muito importante durante sua aplicagéo [38].

Nas condicdes reacionais, foi possivel observar a remocdo de 59% do corante
Remazol Brilliant Blue-R em apenas 6h. A utilizacdo da lacase bruta pode ser mais

econdmica e rentivel para a sua aplicacdo [39]. Trabalhos demonstram a eficiéncia da



27

remocdo de corantes em 24h, incluindo RBBR, através do extrato enzimatico bruto de lacase
a partir de fungos basidiomicetos, com remocgédo de 80% [40], 67% [41], 89% [39]. Zhuou,
Kim e Murugesan ao avaliarem a capacidade de descoloracdo a partir do extrato enzimatico
bruto da lacase, descreveram que o processo de descoloracdo acontecia, principalmente, pela
presenca da enzima lacase [39,42,43]. A descoloracdo de corante € um método simples que
avalia a capacidade de degradacédo de substancias aromaéticas por lacase, potencializando a sua

utilizacdo em processos biotecnoldgicos [27,39].

Novas pesquisas voltadas a identificar e/ou conhecer melhor os residuos
agroindustriais da regido Amazoénica para a producdo enzimatica na fermentacdo em estado
solido devem ser realizadas. Esse tipo de estratégia pode: a) reduzir os custos durante a
producdo enzimatica, b) minimizar o0s impactos negativos oriundos dos descartes

inapropriados dos residuos agroindustriais.

A crescente demanda por enzimas lacases pelo mercado internacional, demonstra a
sua importancia em diferentes setores industriais e em processos biotecnoldgicos. O presente
trabalho é importante pois descreve o potencial da utilizacdo de um residuo regional na
producdo de uma enzima de interesse global. Entendendo-se a potencial importancia da
bioindUstria para a Amazonia, trabalhos como o apresentado sdo estratégicos para o

desenvolvimento regional e nacional.
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5 CONCLUSAO

e O basidiomiceto Pleurotus ostreatus LM 6226 ¢ um bom produtor da enzima lacase
utilizando cascas do fruto de tucuma da Amazonia, como substrato em bioprocesso
solido.

e Quantidades significativas de lacase foram produzidas por P. ostreatus LM 6226
empregando cascas de tucumd, como substrato em bioprocesso sélido, sem a

suplementacdo com farelo de trigo e sulfato de cobre em diferentes concentracdes.
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