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Biotransformacao da lignina Kraft pelos
isolados fungicos Br-274 e JUMADO002

RESUMO

OBIJETIVO: Analisar os perfis de metabdlitos da biotransformacao da Lignina Kraft (LK) pela
acdo enzimatica de dois isolados fungicos. METODOS: Nove fungos foram avaliados, em
meio sélido contendo LK, pelos parametros: velocidade de crescimento micelial, taxa de
inibicdo e modificacdes na coloragdo. Posteriormente, selecionou-se dois fungos para
biotransformar a LK em meio liquido por 7, 14 e 21 dias. Para cada tempo, obteve-se um
extrato livre de células (ELC), utilizado para determinar a atividade da enzima lacase e o
perfil dos metabdlitos por cromatografia liquida. RESULTADOS: Os resultados
demonstraram baixa inibicdo (8,1%) do crescimento micelial no meio com LK, comparado
ao meio com glicose do JUMADO00O2 e mudancgas da coloragdo. Estudos prévios com o
fungo Br-274 relataram capacidade ligninolitica, sendo esses dois microrganismos
selecionados. A atividade média da lacase para o Br-274 mostrou-se crescente, com
méximo de 9,0 U/mL em 21 dias e 4,0 U/mL para o JUMADOO2 aos 14 dias. O perfil de
metabdlitos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do Br-274 ndo apresentou
compostos diferentes do padrdo, indicando a possivel degradacdo completa. Ja o
JUMADOO2 apresentou possiveis metabdlitos de degradacio. CONCLUSOES: Os resultados
obtidos no presente estudo incentivam a identificagdo dos produtos formados e avaliagdo
da viabilidade da produgdo em grande escala.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade enzimatica. Biorrefinaria. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia
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1. INTRODUCAO

As substancias presentes na lignina tém grande potencial como matérias-
primas em diversos ramos da industria como: bioenergético, quimico,
farmacéutico e alimenticio. Pouco se sabe sobre a transformacdo biolégica da
lignina, sendo o0s processos quimicos mais presentes na literatura. A
transformacdao do polimero por microrganismos tende a agregar grande
guantidade de valor ao processo, uma vez que tratamentos biolégicos costumam
ser menos prejudiciais ao meio ambiente e mais baratos. Isto aumenta a
possibilidade de aceitacdo do processo tanto pela sociedade quanto pela
industria.

Assim, este trabalho tem por objetivo analisar os perfis de metabdlitos
resultantes da biotransformacdo da lignina Kraft, a partir da acdo enzimatica de
dois isolados fungicos.

2. METODOLOGIA
2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os fungos utilizados no estudo, Br-274 e JUANTO70 (presentes na micoteca
QuiMiBio — UTFPR Londrina) e os novos isolados JUMADOO1, JUMADOQO?2,
JUMADOO3, JUMADOQOO4, JUMADOO5, JUMADQOO6 (material vegetal em
decomposicdo) e JUCAFO01 (borra de café), foram reativados em placa de Petri
contendo meio BDA (batata, dextrose e agar). Apds crescimento em incubadora
BOD por 7 dias, no escuro, 28°C, os fungos foram inoculados em placas com 20
mL de meio sélido Vogel (VOGEL, 1956), 0,3% de glicose e 1,5% de agar. As placas
foram incubadas durante 7 dias, nas mesmas condig¢des descritas.

2.2 ANALISE DO CRESCIMENTO EM MEIO SOLIDO CONTENDO LIGNINA KRAFT (LK)

Discos de 9 mm de diametro, contendo o meio sélido coberto por micélio
fungico, foram retirados de placas colonizadas e inoculados no centro de novas
placas para a analise do crescimento em meio sélido. A composi¢cdo do meio foi
20 mL de meio Vogel com 0,3% de LK dissolvida em 2% de dimetilsuféxido
(DMSO) e 1,5% de agar por placa. Paralelamente, placas contendo 20 mL de meio
Vogel com 0,3% de glicose, 2% de DMSO e 1,5% de agar foram utilizadas como
controle. O periodo de incubacdo foi de até 7 dias.

A andlise do crescimento em meio sdlido foi dividida em trés parametros:
velocidade do crescimento micelial, pela mensuragdo do diametro do micélio em
quatro eixos, taxa de inibicdo (TARIQ; YASMIN; HAFEEZ, 2010) e presenca de
modifica¢gdes na coloracdo do meio sdlido. A partir desta analise, dois fungos
foram selecionados para as etapas seguintes.

2.3 CULTIVO EM MEIO LIQUIDO CONTENDO LK

Os fungos selecionados, Br-274 e JUMADOO2, foram cultivados em frascos de
Erlenmeyer contendo 25mL meio liquido de batata com 0,3% de glicose. Os
frascos foram incubados em mesa agitadora a 180 rpm, por um periodo de 72h e
temperatura ambiente. Posteriormente, a biomassa fungica foi coletada e
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homogeneizada em agua destilada, formando uma solucdo de esporos (indculo).
Um volume de 1 mL dessa solucdo, contendo 20,8 mg de biomassa, foi inoculado
em frascos de Erlenmeyers contendo 25 mL de meio Vogel com 0,3% de LK e 2%
de DMSO. Os frascos foram incubados a 180 rpm, por um periodo de 7, 14 e 21
dias e temperatura ambiente. As culturas foram realizadas em triplicata para
cada tempo de coleta.

Paralelamente, fez-se os controles dos cultivos, em que as solucdes de
esporos foram inoculadas em frascos de Erlenmeyer contendo 25 mL de meio
Vogel, 0,3% de glicose e 2% de DMSO. Os controles foram incubados nas mesmas
condi¢bes descritas para os tratamentos. Apds 7, 14 e 21 dias de incubacdo, o
meio liquido contendo foi filtrado, gerando o Extrato Livre de Células (ELC). Uma
aliquota de 2 mL de cada ELC foi reservada para a quantificacdo da atividade
enzimatica (BARBOSA; DEKKER; HARDY, 1996) enquanto o restante foi utilizado
para extracdo de metabdlitos.

2.4 EXTRAGCAO E GERACAO DO PERFIL DE METABOLITOS

O ELC de cada tempo de cultivo foi extraido por parti¢do liquido-liquido com
acetato de etila (1:1) e seco em rotaevaporador, sendo que as triplicatas foram
extraidas como uma Unica amostra. A massa total de extrato seco, para cada
tempo de cultivo, foi dissolvida em 1 mL de metanol grau HPLC e filtrada em
filtros de seringa com porosidade de 0,45 um. O mesmo procedimento de
extracao e filtracdo foi realizado para 125 mg da lignina Kraft original, ndo
degradada, posteriormente dissolvida em 2 mL de metanol.

O perfil dos metabdlitos extraidos foi obtido por meio da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em um equipamento UHPLC UltiMate 3000
(Thermo Scientific) pertencente ao Departamento de Quimica da UTFPR
Londrina. A coluna cromatografica acoplada foi uma C18 Phenomenex de fase
reversa, com dimensdes de 250 x 4,6 mm. A injecdo da amostra foi de 20 L, ao
fluxo de 1mL/min com mistura de duas solu¢des como eluente: solugdo A,
composta de dgua com 1% de 4acido trifluoracético (TFA) e solugdo B, composta
de acetonitrila com 1% TFA (JARAMILLO-CARMONA et al., 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE DO CRESCIMENTO EM MEIO SOLIDO CONTENDO LIGNINA KRAFT (LK)

Um dos fungos selecionados para cultivo em meio liquido, JUMADOO2 com
provavel género Oudemansiella pelas caracteristicas morfolégicas do cogumelo
(GUERRERO; HOMRICH, 1999), apresentou a quinta maior velocidade de
crescimento, taxa de inibicdo de apenas 8,1% e presenca de um halo vermelho
escuro no meio sélido. O fungo Br-274, também selecionado, apresentou a
segunda maior velocidade de crescimento e taxa de inibicdo de 36,0%. Estudos
anteriores com esse fungo comprovaram sua capacidade ligninolitica (BASHTAN-
KANDYBOVICH et al., 2012), contribuindo para sua sele¢do.
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3.2 ATIVIDADE DA LACASE

O fungo Br-274 apresentou valores crescentes de atividade de lacase com
maximo de 9,0 U/mL aos 21 dias. O resultado positivo quanto a presenca da
lacase nos tratamentos indica a possibilidade de o microrganismo em estudo ter
utilizado essa enzima para biotransformar a lignina Kraft. Além disso, o controle
ndo apresentou atividade enzimatica, indicando que a lignina Kraft induziu o
fungo a produzir lacase.

Ja o fungo JUMADOO2 apresentou maxima atividade de lacase aos 14 dias de
cultivo (4,0 U/mL). Resultado semelhante foi relatado por Balaraju e
colaboradores (2010), que testaram a producdo da enzima por uma cepa de
Oudemansiella radicata. As amostras de controle apresentaram atividade nula
para esse fungo também.

3.2 ANALISE DO PERFIL DE METABOLITOS

Os cromatogramas de tratamento da lignina Kraft pelo fungo Br-274,
destacam a presenca de sete compostos principais (T1 — T7), todos ja presentes
no perfil de metabdlitos da lignina Kraft sem tratamento. Dessa forma, para a
metodologia utilizada, ndo foi possivel a detec¢do de novos metabdlitos, mas sim
uma possivel degradacdo completa dos fragmentos do polimero para esse fungo.

O cromatograma da Figura 1, referente ao tratamento da LK com o fungo
JUMADO0O2 aos 21 dias, evidencia trés compostos, T9, T10 e T11, exclusivos no
experimento com esse fungo. Os respectivos tempos de retencdo sado 4,47, 6,47 e
15,03 minutos. Esses trés compostos representam possiveis metabdlitos da
biotransformacgao.

Figura 1 — Cromatograma do extrato do JUMADOO2 aos 21 dias
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Dessa forma, o fungo JUMADOQO2 apresentou melhores resultados quanto a
principal andlise proposta: a formacdo de novos metabdlitos a partir da lignina
Kraft. Esses metabdlitos possuem provavel origem da quebra dos compostos da
lignina por intermédio da enzima lacase, registrada até 14 dias para o fungo
JUMADO002.

Vale destacar os maximos de absorcdo no espectro de UV-VIS dos novos
compostos ndo se assemelham aos dos principais produtos da degradacao da
lignina, como o dlcool coniferilico, o alcool sinapilico e o acido trans-cinamico,
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relatados por Jaramillo-Carmona e colaboradores (2008). Também se diferem dos
espectros apresentados por Rittsieg e colaboradores (2002) dos compostos
guaiacol, erol e siringaldeido. Assim, hd a possibilidade que os compostos
formados ndo tenham sido relatados pela literatura.

Finalmente, os resultados obtidos incentivam futuros estudos com o
microrganismo JUMADOQO2, envolvendo a identificacdo dos metabdlitos formados
e sua incubacdo em grande escala, para producdo e purificagdo dos compostos
de interesse.

4. CONCLUSAO

A presenca de possiveis metabdlitos pelo tratamento com o fungo
JUMADOQO02 validam os objetivos propostos no estudo e incentivam futuros
trabalhos com o microrganismo. Os compostos formados serdo identificados com
padrées analiticos por CLAE ou espectrometria de massas. Caso os compostos
sejam de interesse comercial, pode-se avaliar sua viabilidade na producdo em
grande escala e validar a técnica a biorrefinaria na industria.
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Biotransformation of Kraft lignin by the
fungal isolates Br-274 and JUMADO002

ABSTRACT

OBIJECTIVE: To analyze the metabolites profiles from the biotransformation of Kraft Lignin
(KL) by the enzymatic action of two fungal isolates. METHODS: Nine fungi were evaluated
in solid medium containing KL by the following parameters: mycelial growth rate,
inhibition rate and changes in coloration. Subsequently, two fungi were selected to
biotransform KL in liquid medium for 7, 14 and 21 days. For each time, a cell-free extract
(CFE) was obtained and used to determine the activity of laccase enzyme and the profile
of the metabolites by liquid chromatography. RESULTS: The results showed low inhibition
of JUMADOO2 (8.1%) in utilizing KL instead of glucose and color changes. Previous studies
with the fungus Br-274 reported ligninolytic capacity, being these two microorganisms
selected. The mean laccase activity for Br-274 showed to be increasing, with a maximum
of 9.0 U/ mLin 21 days and 4.0 U / mL for JUMADOO2 at 14 days. The metabolite profile of
Br-274 did not present different compounds compared to the standard, indicating the
possibility of complete degradation. On the other hand, the profile from JUMADO0O2
presented possible metabolites originated from degradation. CONCLUSIONS: The results
obtained in the present study encourage the identification of the products formed and
evaluation of the viability of production on a large scale.

KEYWORDS: Enzymatic activity. Biorefinery. High Performance Liquid Chromatography.
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