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As enzimas sao biocatalisadores utilizados em efites setores industriais, além de poder ser
empregadas em estudos da biologia molecular, gpbksa biomédicas, no desenvolvimento de
metodologias analiticas, na fabricacédo de prodoititecnoldgicos e no tratamento de residuos, padend
ser considerado a producéo dessas enzimas condpaumaiores setores da industria biotecnologica. O
fungos vém sendo amplamente utilizados na proddgdsubstancias de interesse econémico, como:
enzimas, antibidticos, vitaminas e esteroides. Hsibalho tem como objetivo produzir enzimas
ligninoliticas, porAspergillus terreus, Cunninghamella echinula@enicillium communéoladamente e
em consorcio, utilizando o dleo diesel como substm@s meios de cultura Sabouraud e Bushnell Haas.
Para a montagem do consorcio foi utilizado a mdtaia de planejamento experimental do tipo Central
Composto Rotacional tendo como variavel indepemdemtquantidade de blocos de gelose que
compunham o inéculo e variavel independente a méalenzimatica. A producdo de lignina peroxidase
e lacase no meio caldo Sabouraud pelo fuRgaicilium communeatingiu 2.500 U/L e 1.947 U/L
respectivamente, enquanto que no mesmo meio addorom 6leo diesel o fundenicillium commune
apresentou uma atividade de 4.620 U/L. Quandote fesrealizado em meio Bushnell Haas acrescido
de dleo diesel observou-se que a producao de lpedsA. terreuse C. echinulatafoi de 18.970 U/L e
18,705 U/L respectivamente. Para 0s ensaios enonos a lignina peroxidase apresentou melhores
produgdes nos ensaios 1 e 2 quando produziu reéspeente, 2.666 U/L e 2.683 U/L; seguido do ensaio
10 e 11, com 2.649 U/L e 2.655 U/L respectivame@te fungos utilizados no trabalho demonstraram
capacidade de produzir as enzimas do complexolitgoutilizando 6leo diesel como substrato nos
meios de cultivo Sabouraud e Bushnell Haas, alémedar como base para a nutricdo microbiana nos
processos de descontaminacédo do ambiente.
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Enzymes are biocatalysts used in different indaisséctors, and can be used in studies of molecular
biology, biomedical applications, the developmehtualytical methodologies in the manufacturing of
technological products and waste treatment. Casohsidered as the production of these enzymespone
the largest sectors of the biotechnology indudimythis sense the fungi have been widely used én th
production of substances of economic interest, sischnzymes, antibiotics, vitamins and steroidés Th
work aims to produce ligninolytic enzymes by Asplug terreus, Cunninghamella echinulata,
Penicillium commune alone and in partnership, ugiingsel oil as a substrate in the culture media
Sabouraud Bushnell and Haas. To assemble the ¢mmsoras used the methodology of experimental
design Central Composite Rotational type the inddpat variable the number of blocks that made ep th
independent variable inoculum and enzyme produciitve production of lignin peroxidase and laccase
in Sabouraud broth by the fungus Penicillium comenteached 2,500 U / L and 1947 U / L respectively,
while in the same medium, supplemented with didsgjus Penicillium commune had an activity of 4.62
U / L. When the test was conducted in Bushnell Haaslium plus diesel fuel was observed that the
production of laccase by A. terreus and C. echtaulas 18,970 U / L and 18.705 U / L respectivEly.

the tests in consortia lignin peroxidase showetkbgields in trials 1 and 2 respectively when proet,
2,666 U/ L and 2683 U / L, followed by testing &0d 11, with 2649 U / L and 2655 U / L respectively
The fungi used in the study showed the abilityrodpiced enzymes of the complex lignolitic usingsdle

oil as a substrate in inthe culture medium Sabalend Bushnell Hass, as well as, serving as basis f

nutriton microbial decontamination processes ingheronment.
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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo biocatalisadores utilizados nasstridd podendo ser empregadas ha
biologia molecular e aplicagdes biomédicas [1] asethvolvimento de metodologias analiticas,
na fabricacdo de produtos tecnologicos e no tratemde residuos [2]. A biocatélise é a
aplicacdo de enzima livres ou de células integratoagentes catalisadores [3]. Alguns autores
preferem utilizar definicbes mais especificas eswmrar a tecnologia enziméatica como a
aplicacdo competitiva de enzimas em bioprocessgsathele escala [4].

A biocatélise apresenta muitas aplicacdes em difesesetores industriais e muitas séo
também as areas do conhecimento com interface sendelvimento, aplicacdo e avanco da
tecnologia enzimética [5]. Na industria é amplareemista como a “terceira onda” da
biotecnologia, em seguida as farmacéuticas e dgsicblo centro desta tecnologia estdo os
catalisadores biolégicos, ou melhor, as enzimassimidis. [6]. Os catalisadores bioldégicos em
geral sdo bastante atraentes para a aplicacadriajyzincipalmente pela sua acao eficiente e
seletiva. As rea¢fes mediadas por biocatalisademdtam em elevados rendimentos com
excelentes niveis de pureza, e minimizam a formagdsubprodutos. Todas essas vantagens
asseguradas pelos biocatalisadores ocorrem emgéasdieacionais brandas.

A producdo e o0 uso de biocatalisadores industéaisna area em expansao pela grande
diversidade natural de biocatalisadores e tambémda@ disponibilidade de técnicas modernas
para o0 melhoramento e otimizacdo na selecdo, piodugstabilizacdo e modificacdo das
enzimas industriais. Estas técnicas possibilitarmser¢do de novos biocatalisadores nos
processos industriais por contribuirem também rabidade econdmica. A utilizagdo de
enzimas como catalisador traz vantagens imediabas processos que as utilizam: sua
especificidade minimiza a formacdo de subprodut@s eondicdes mais brandas de reacdo
resultam num menor consumo energético, como: tahpas entre 25° a 40°C, pressao
atmosférica, e pH em torno da neutralidade [7].

Devido a importancia das enzimas fenoloxidasesontvabalho objetiva verificar a producéo
das enzimas ligninoliticas, lignina peroxidasecasa, poAspergillus terreus, Cunninghamella
echinulatae Penicillium commune

2. MATERIAIS E METODOS

As linhagens utilizadas foran&spergillus terreusJRM 6069, Cunninghamella echinulata
(em processo de catalogacdo) Penicillium commune(em processo de catalogacdo)
previamente isolados do sedimento de manguezal ewdriRavo Baiano e mantidos no
Departamento de Micologia da Universidade FedesaPdrnambuco. Todos os fungos foram
mantidos no meio Agar Sabouraud a temperatura 4°C.

Para verificar se as culturas puras eram potenergknprodutoras das enzimas lacase e
lignina peroxidase inicialmente os fungos foramticatios, separadamente, em meio Agar
Sabouraud (Peptona 40,0g/L, Glicose 10,0g/L, AgeddiL, pH =7,0) durante 5 dias, apos este
periodo trés blocos de gelose (@ 6mm), foram teainlsfs para frascos de Erlenmeyer (500 mL)
contendo 100 mL dos meios caldo Sabouraud; caldouaud acrescido de 7% oOleo diesel e
caldo Bushnell Haas (KiRO, 1g, KoHP 1g, NHNO; 1g, MgSQ.7H,O 0,2g Fed 0,05g,
CaCh2H,0 0,02g) também acrescido de 7% de 6leo diese. >meio Bushnell Haas o 6leo
diesel foi usado como Unica fonte de carbono. Tedosnsaios foram mantidos sob condi¢des
estaticas durante sete dias a temperatura 28°CQr As amostras de Oleo diesel foram
cedidas pela Transpetro S/A.

Para verificar a potencialidade da culturas comadas na producdo das enzimas lignoliticas,
0 mesmo foi formado utilizando um planejamento expental fatorial tipo Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) éhde incluiu 6 pontos axiais e 3 repeti¢cdes nagon
central, totalizando 17 ensaios conforme matrizggmtada na Tabela 1. Esse planejamento foi
realizado com o auxilio do software StatSoft 6riiJepa variavel dependente foi a concentracdo
de in6culos. O meio utilizado para esse experiméito Bushnell Haas acrescido de 7% de
6leo diesel e mantidos durante sete dias a tenypar28°C (+ 2°C) sob condicbes estaticas.
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Para determinacdo da atividade enzimatica das elzmas testadas, apds o periodo de
cultivo, o micélio foi separado do liquido metatmlpor filtracdo utilizando papel de filtro
modelo faixa branca da marca Qualy.

A atividade da lacase foi determinada usando Zribdns-etilbentiazolina (ABTS). A
mistura foi utilizada usando 0.1 mL de tampéo doata sédio a 0.1M (pH 5.0), 0.8 mL de uma
solucdo de ABTS a 0.03% (m/v) e 0.1 mL do extratzireatico e a leitura da absorbancia a 420
nm. A atividade da lignina peroxidase-LiP foi detérada pela oxidacao do alcool veratrilico
(1995). A mistura foi composta por 1 mL de tamptarato de sédio 125 mM (pH3.0), 500
de alcool veratrilico 10 mM, 500L de peréxido de hidrogénio 2 mM e 500 de extrato
enzimatico. Com a adicdo do peréxido de hidroganieacao foi iniciada e a leitura feita a 310
nm. Uma unidade de cada enzima foi definida coiquhol de produto formado por minuto
sob as condi¢bes do ensaio. Ambas as metodolagas oreconizadas por Buswetlal .[8]

As atividades enzimaticas, lignina peroxidase-LiPlagase-Lac foram medidas em
espectrofotometro com comprimento de onda 310nn2@mM da marca Schimadzu-1240
UV/MINI.

Tabela 1:Matriz experimental obtida para a formacao de consdutilizando planejamento
experimental com as trés linhagens.
Matriz codificada Numero de blocos de gelose (@6mm)

Ensaios C.echinulata P.comunne A.terreus C. echinulata P.comunne A.terreus

1 -1 -1 -1 2 2 2
2 1 1 1 4 2 2
3 -1 1 1 2 4 2
4 1 1 1 4 4 2
5 -1 -1 1 2 2 4
6 1 1 1 4 2 4
7 -1 1 1 2 4 4
8 1 1 1 4 4 4
9 -1,68 0 0 1 3 3
10 1,68 0 0 5 3 3
11 0 -1,68 0 3 1 3
12 0 1,68 0 3 5 3
13 0 0 -1,68 3 3 1
14 0 0 1,68 3 3 5
15 0 0 0 3 3 3
16 0 0 0 3 3 3
17 0 0 0 3 3 3

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producao das enzimas lignina peroxidase e lgoadem ser observadas nas figuras 1 e 2.
O fungoP. communepresentou maior producdo para as duas enzinmgindd 2.500 U/L
para lignina e 1.947 U/L para a lacase respectingane

Recentemente, os fungos do solo tém sido estudamioselacdo a sua capacidade de
degradar os hidrocarbonetos e produzir enzimambticas|[9].

O Oleo diesel é uma mistura complexa de alcanosompastos aromaticos que
frequentemente séo reportados como contaminante®ldeatravés de derrames acidentais
[10].

A contaminacgdo dos solos pelo petréleo e seusatkrs/pode ser distribuida pelas trés fases
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do solo (gasosa, liquida e soélida), devido a Jalatie, a solubilidade e a carga idnica do
contaminante gerando grande impacto ambi¢ntal

A utilizacdo da glicose como co-substrato nutrialojunto com fontes de carbono mais
complexas podem potencializar a produ¢do de algwnasnas. Quando utilizado meio de
cultivo sabouraud a glicose foi utilizada como colete 6leo diesel como indutor da atividade
enzimatica, foi encontrado para lacase, atividadmsando de 4.350U/L a 4.620U/L,
destacando a mais alta produgdo para os fulgosinghamella echinulata Penicillium
commune¢com 4.620 U/L para ambos.

Diversos fatores influenciam a producdo de lacaseoresequentemente a formacéo de
produtos. Pode-se destacar entre outros: a comdposig meio de crescimento, tempo de
cultivo, pH, razdo carbono: nitrogénio, temperaturstureza quimica do substrato,
luminosidade e areaciit].

As funcgdes bioldgicas da lacase nos micro-orgargsainda ndo estdo muito claras. Em
fungos ha relatos sobre sua participagdo no rapekcimento celulagn3], esporulacddr4] e
degradacéo de lignirjas].

De acordo com Rothschildt al [16] (2002) a atividade da Lipase e da Lacase tem sido
relatada em alguns fungos da podridédo branca.

Observou-se que a producgdo de lacase pelos fulgmEsreus18.970 U/L eC. echinulata
produziu 18.705 U/L destacando-se em comparacadmdugdo da mesma enzima pdto
communequando foram utilizados fenantreno e antracemaocsubstratos ocorreu a producdo
de lignina peroxidase poPhanerochaete chrysosporium P. ostreatus respectivamente.
Resultados similares foram observados neste tabailizando Oleo diesel como substrato
quando conseguiu obter o valor mais alto pawmninghamella echinulat2.594 U/L. Para
Quarantinoet al [17] (2008), a producdo de lacase pamus trigrinus(linhagem 577.79)
variou de 0,024 U/mL e 2,04 U/mL. Téllez -Télletzal [18] (2008), em ensaios de produgéo
de lacase poPleurotus ostreatysobteve 162U/mg de proteina. Macidl al[19] (2010)
relataram que a melhor producdo de lacase, 290 foilgbservada pelo fungBenicillium
sp.(F33), contudo os resultados aqui descritosrfa@periores, 18.970 U/L.

O diesel é rapidamente biodegradado pelos micranisgnos de solo em processos de
biorremediacdo combinados com bioventilacédo, bimesicao e bioaumento [20].
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Figura 1: Producédo da enzima lignina Figura 2: Producéo da enzima lacase pelos fungos
peroxidase pelos fungos C. echinulata, P. comunne C. echinulata, P. comunne e A. terreus
e A. terreus

Os resultados para 0s ensaio em consorcios podewissalizados na figura 3. A lignina
peroxidase apresentou melhores producdes nos enshioe 2 quando produziram
respectivamente, 2.666 U/L e 2.683 U/L; seguidoeltsaios 10 e 11, com 2.649 U/L e 2.655
U/L respectivamente.

Com relacé@o aos ensaios em consorcio para lacasevabse uma variacdo de 19.440U/L
ensaio 3 a 12.620 U/L ensaio 7.

Consorcio significa a comunh&o de interesse, acegsm® entre diferentes organismos. A
interacdo entre diferentes micro-organismos, emdicdas de consoércio, como o
cometabolismo ou antagonismo pode ser importargdyiedegradacdo de compostos organicos
toxicos como os hidrocarbonetos pelo consércio feser diferentes das de uma Unica
cultura [21].
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Um grupo variado de microrganismos destacam-se rorepso de decomposi¢ao
hidrocarbonetos derivados do petréleo, incluindobastérias representadas pelos géneros
Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, FlavobaateriuNocardia, = Corynebacterium,
Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas, cBecas, Burkholderia,
Microbacterium e Gordonig além de varios fungos dos génerd@aunnighamella,
Phanerochaete, Fusarium, Candida, PenicilliunRleorotus, Trametes, Asperqgillus,
Bjerkanderae Chrysosporium No entanto, a obtencdo de 2 consorcios microbjatém-se
mostrado mais efetivos na degradagéo destes covsjagi.
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Figura 3:Producéo das enzimas Lignina peroxidas@aease pelos consércios de fungos preconizados
pelo planejamento experimeental.

Poucos sdo os trabalhos com consorcios somenteurds, sdo mais frequentes os
consorcios mistos de espécies de bactérias, oifeterdes espécies de bactéria com dois ou
trés fungos [23]. Kataoka, [24] (2001) afirma qu¥ido a uma grande dificuldade de analises
de misturas complexas, a maioria dos trabalhoszaglmls sobre micro-organismos que
degradam hidrocarbonetos tém sido realizados eendty 0 crescimento de um Unico micro-
organismo sobre um unico hidrocarboneto ou umaelde hidrocarbonetos relacionados.

Lignina- peroxidase tem sido utilizada para mirieaal uma variedade de compostos
arométicos recalcitrantes como: hidrocarbonetosrantes [25] Clementet al [26] (2001)
investigaram a degradacado de hidrocarbonetos @oe fungos deuteromicetos ligninoliticos e
constataram que o grau de degradacéo varia decagsiehzimas ligninoliticas.

A degradacdo microbiana por fungos ligninolititesn sido intensamente estudada nos
altimos anos. Alguns fungos produzem enzimas esduéares, tornando-os adequados para a
degradacédo de compostos recalcitrantes.

Apoés a analise do planejamento experimental podebservar que as variaveis estudadas
foram significativas apenas quando a variavel rspdoi a producdo da enzima lignina
peroxidase. O gréfico de Pareto (figura4) mostra gunoculo dos fungo€. echinulatae P.
comunnesdo estatisticamente significativos, porém podéssmlizar que o indculo do fund
comunneexerce influéncia negativa no processo ou sejajtquaaior a quantidade de blocos
menor a atividade enzimética.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Li-P
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; M3 Residual=1230906,

(2P comunme Ul / .2,34332
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Figura 4: grafico de Pareto representando os efefioincipais que influénciam no processo de
producédo da enzima lignina peroxidase.

Com a resposta do gréfico de Pareto o modelo faireemetrizado e gerado o modelo predito
a titulo de andlise do célculo da analise de neidée geracdo da superficie resposta. O modelo
reparametrizado pode ser visualizado na figura 5.

Y= 2587.33+2765.62x2504.96%

Figura 5: modelo predito gerado a partir da analides principais efeitos que influénciaram no
processo.

Com o objetivo de se observar melhor os valoresizdidos na producdo da enzima lignina
peroxidase foi gerado o gréfico superficie contoffigura 6), onde pode-se visualizar que a
tendéncia aos valores 6timos para o inéculo nanghtede uma maior producao da enzima Li-P
estd em torno de dois a trés blocos de geloserim fD. echinulata Enquanto que quando a
producéo é realizada pelo fungo P. comunne o qde-pe visualizar € uma relacéo direta no
aumento de blocos do in6culo com a diminuigcdo ddygdo da enzima Li-P.

F. comunne

Tz m oo o1 02 03

C. echinulata
Figura 6: Gréfico superficie contorno demonstraradtendéncia aos valores 6timos na producédo da
enzima Li-P pelos fungos C. echinulata e P. comunne

4. CONCLUSAO

Os fungosC. echinulata, P. comunne A. terreuspodem ser utilizados na producédo de
enzimas do complexo lignolitico, tanto individuahteequanto em consércio, pois apresentaram
altas taxas de producdo além de poderem ser dtkzam processos de bioremediacdo de
ambientes contaminados com residuos de petr@eaefivados.
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