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Avaliagao da biotransformacao de lignina kraft pelo
isolado fuingico e andlise do perfil de metabdlitos

Evaluation of lignin kraft biotransformation by fungal
isolate and metabolite profile analysis

RESUMO

O polimero natural lignina representa uma fonte de compostos organicos aromaticos de
interesse de varios setores da industria brasileira, podendo ser obtidos por degradagdes
enzimaticas promovidas pela enzima lacase de fungos. Este trabalho visa isolar fungos de
madeira em decomposi¢cdo e avaliar o crescimento em meio sélido contendo lignina
(0,5%), acrescidos ou ndo de glicose (1%), bem como selecionar fungos produtores de
lacase constitutiva. Ao total foram isolados e conservados 47 fungos, sendo que os oito
microrganismos avaliados em meio sélido apresentaram crescimento mais rdpido com a
adicdo da glicose. O isolado fungico JUMADO53 apresentou os maiores valores de
atividade de lacase constitutiva, com 5,37 U/mL, medida a partir do substrato ABTS. Para o
substrato DMP, a maior atividade enzimatica foi relatada para o isolado JUMADQ72b, com
0,16 U/mL. A analise por CLAE indicou a presencga de produtos da biodegradacdo, como o
acido benzoico. Este trabalho contribui para estudos de valorizagdo bioldgica da lignina,
através da utilizagdo dos fungos selecionados na biodegradacdo e/ou biotransformacdo da
lignina.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade de lacase. Fungos. Biotransformac&o. Polimero aromatico.

ABSTRACT

The natural lignin polymer represents a source of aromatic organic compounds of interest
in various sectors of Brazilian industry, and can be obtained by enzymatic degradations
promoted by the fungal laccase enzyme. This work aims to isolate decaying wood fungi
and evaluate the growth in solid medium containing lignin (0.5%), added or not with
glucose (1%), as well as selecting constitutive laccase-producing fungi. A total of 47 fungi
were isolated and preserved, and the eight microorganisms evaluated in solid medium
showed faster growth with the addition of glucose. The fungal isolate JUMADO53
presented the highest values of constitutive laccase activity, with 5.37 U / mL, measured
from ABTS substrate. For DMP substrate, the highest enzymatic activity was reported for
JUMADOQ72b isolate, with 0.16 U / mL. HPLC analysis indicated the presence of
biodegradation products such as benzoic acid. This work contributes to studies of lignin
biological valorization, through the use of the selected fungi in the biodegradation and / or
biotransformation of lignina.

KEYWORDS: Laccase activity. Fungus. Biotransformation. Aromatic polymer.
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INTRODUGAO

A biodiversidade das florestas representa a principal fonte de materiais
genéticos, matérias-primas, alimentos e combustiveis na natureza, sendo a
madeira um importante recurso renovavel, de grande valor ecoldgico, econémico
e social (ZABEL; MORREL, 1992). Os fungos ligninoliticos sdo importantes agentes
no beneficiamento da madeira, pois apresentam um potencial de producdo de
metabdlitos de interesse industrial, a partir da degradagao da lignina existente na
madeira (RAGAUSKAS et al., 2014).

Para tanto, os fungos ligninoliticos produzem enzimas como a lacase, a
manganés peroxidase e a lignina peroxidase (SUKUMARAN; ABRAHAM;
MATHEW, 2017). As lacases sdo enzimas muito versateis, com capacidade de
catalisar a oxidacdo por transferéncia de um elétron de fendis para radicais
fenoxila, agindo na degradacdo de uma variedade de compostos (KADRI et al.,
2017). Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar fungos colonizadores da
madeira e seleciond-los a partir da atividade da enzima lacase na presenca de
lignina.

MATERIAL E METODOS

Quarenta e sete isolados fungicos foram obtidos a partir de basidiocarpos e
troncos de arvores em decomposicao, coletados em diferentes cidades do Parand
(bioma Mata Atlantica). Os espécimes foram retirados com o auxilio de uma faca
e colocados em sacos pldsticos. Apds assepsia externa com alcool 70% e
hipoclorito de sédio, foram inoculados em meio sélido de batata-dextrose-agar
(BDA) e purificados por repiques sucessivos. A conservacdo foi realizada em
frascos com agua destilada (CASTELLANI 1967) e tubos com glicerol, mantidos a
temperatura ambiente, compondo a micoteca do laboratério QuiMiBio da UTFPR
Londrina. Uma cepa de Neurospora sp JUANTO70, isolada da larva do inseto
Anticarsia gemmatalis e pertencente a micoteca Quimibio - UTFPR, também foi
utilizada neste trabalho.

Para avaliar o potencial de crescimento dos isolados na presenga de lignina,
bem como a influéncia da glicose no crescimento dos isolado fungicos: oito
microrganismos previamente selecionados pelo rdpido crescimento em meio
solido foram inoculados ao centro da placa e cultivados em 20mL de meio sélido
basal de Vogel (VOGEL, 1956) nas trés condi¢des abaixo (quintuplicata):

1. Glicose (1%) como Unica fonte de carbono
2. Lignina (0,5%) e glicose (1%);
3. Lignina (0,5%) como Unica fonte de carbono;

Os microrganismos foram incubados em BOD, 28°C e durante 7 dias,
momento em que os halos de crescimentos dos micélios foram medidos com o
auxilio de régua e as taxas de inibicdao foram calculadas pela equagao Inibigdo (%)

— (tratamento/controle) (TARIQ; YASMIN; HAFEEZ, 2010). Placas controle em
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quintuplicata foram acompanhados em caso de contaminac¢do para cada uma das
condigdes.

Posteriormente, os quarenta e sete isolados fungicos foram avaliados quanto
a producdo de lacase constitutiva, normal ao metabolismo flngico. Esses
microrganismos foram cultivados em placas de Petri contendo meio BDA durante
7 dias, 28°C, posteriormente, quatro discos (plugs) de 5 mm de didametro
contendo o micélio dos fungos foram transferidos para frascos de Erlenmeyer de
125 ml contendo 25 ml de meio liquido basal de Vogel enriquecido com glicose
(1%), extrato de levedura (1%), agitados a 180 rpm, 28 °C, por um periodo de 5
dias.

Os cultivos foram filtrados e os sobrenadantes foram utilizados para
determinagdo da atividade de lacase conforme Sacchetto e colaboradores (2018)
para o substrato 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) (ABTS) e
conforme Martinez e colaboradores (2009) para 2,6-dimetoxifenol (DMP).

Nos ensaios de biotransformacdo, o isolado fungico JUMADO53 foi cultivado
conforme as duas condi¢cdes otimizadas neste estudo: 1,125% de extrato de
levedura, 0,5% de lignina Kraft e 10 dias de cultivo para ABTS e 1,125% de extrato
de levedura, 0,25% de lignina Kraft e 7 dias de cultivo para DMP. Os testes foram
realizados em quintuplicata. Posteriormente, os cultivos foram centrifugados a
6000 rpm durante 10 minutos e filtrados em papel Whatmann n. 5. Os micélios
foram extraidos com 10 mL de acetato de etila enquanto os sobrenadantes foram
submetidos a precipitacdo acida: adi¢cdo de acido cloridrico até pH 2 e deixados
estaticos durante 12 horas, 7°C (VELIOGLU; UREK, 2014). Os precipitados foram
extraidos com 20 mL de metanol: cloroférmio (2:1) enquanto os sobrenadantes
foram extraidos trés vezes com acetato de etila (1:1).

Os perfis de metabdlitos da lignina foram determinados por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um equipamento UHPLC
UltiMate 3000 (Thermo Scientific), software Chromeleon, pertencente ao
Departamento de Quimica da UTFPR Londrina. Foram utilizados os padrdes
analiticos: 2,6-dimetoxibenzaldeido, 4cido benzoico, dacido ferulico, acido p-
coumarico, acido siringico, alcool vanilico, veratraldeido. Foi utilizada uma coluna
cromatografica C18 Phenomenex de fase reversa, com dimensdes de 250 x 4,6
mm. A injecdo da amostra foi de 20 pL, ao fluxo de ImL/min com mistura de duas
solu¢des como fase mdvel: solugdo A, composta de dgua com 1 mM de acido
trifluoracético (TFA) e solugdo B, composta de acetonitrila (JARAMILLO-
CARMONA et al., 2008). O tempo total de andlise foi de 60 minutos por amostra,
sendo que os compostos foram caracterizados pelos seus espectros na faixa da
luz ultravioleta e visivel (UV-VIS), em 220, 272, 289 e 309 nm. Os extratos secos
dos micélios, precipitados e sobrenadantes, obtidos na etapa 4.6, foram
dissolvidas em 1 mL de metanol grau HPLC e filtradas em filtros de seringa Agilent
com porosidade de 0,45 um, de forma a identificar a presenca dos metabdlitos
destacados anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, 47 fungos de madeira e potenciais degradadores da lignina
foram isolados e conservados. Os halos de crescimento dos oito isolados fungicos
sdo apresentados na Tabela 1. Para todos os microrganismos avaliados, a glicose
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mostrou-se um importante fator de desenvolvimento, uma vez que todos os
halos de crescimento foram maiores com sua presenca. Estudos realizados por
Silva e colaboradores (2009) demonstraram que a glicose (1%) foi um importante
fator para o aumento da biomassa do basidiomiceto Pleurotus ostreatus, avaliado
na biodegradagao do composto 2,4-diclorofenol.

Tabela 1 — Halos de crescimento dos isolados flngicos avaliados em meio sélido de Vogel
contendo glicose 1% (condigdo 1), glicose 1% e lignina 0,5% (condigdo 2) e lignina 0,5%
(condicdo 3).

Halo(cm)
. 5 - 5
Isolado Fingico ALLEa ) nggTiLn:sio(:ty/;))) - Lignina (0,5%)
JUMADO042b 5,2 6,2 4,8
JUANTO70 9,6 9,7 8,8
JUMADO53 9,0 8,6 5,6
JUMADO66 9,0 8,3 4,4
JUMADO54 9,1 8,1 5,4
JUMADO75 4,1 3,5 2,7
JUMADOO02 6,1 3,6 2,6
JUMADO72a 6,9 3,8 2,7

Os valores de inibicdo, quando comparadas as condicées 1 e 2, foram nulos
para os isolados JUMADO42b e JUANTO70, os quais apresentaram maiores halos
de crescimento na presenca de lignina, ndo sendo inibidos pela presenca do
polimero. Os isolados JUMADO53 e JUMADO66 também apresentaram baixos
valores de inibicdo: 4,4 e 7,7%, respectivamente.

A producdo de lacase dos quarenta e sete isolados fungicos foi avaliado
utilizando-se os substratos ABTS e DMP. Os resultados das atividades de lacase
dos melhores produtores de enzima estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade de lacase medida com os substratos ABTS e DMP dos isolados
fangicos. A atividade de lacase é expressa pelo nimero de micromols oxidados do
substrato por minuto (U/mL).

el e Atividade em Atividade em
ABTS (U/ml) DMP(U/ml)
JUMADO53 5,37 0,01
JUMADO26b 0,36 0,08
JUMADO002 0,32 0,03
JUMADO72b 0,15 0,16
JUMADO42a 0,06 0,03

O isolado fungico que se destacou como melhor produtor de lacase
constitutiva medida pelo substrato ABTS foi o JUMADO53 (5,37 U/mL) e para o
substrato DMP o melhor resultado foi dado pelo isolado JUMADOQO72B (0,16
U/mL). Comparando os dados com o estudo realizado por Martinez e
colaboradores (2009), os cultivos agitados do isolado Pleurotus ostreatus, um
basidiomiceto produtor de lacase, obtiveram uma produgdo de lacase
constitutiva de 0,27 U/mL para ABTS e 0,06 U/mL para DMP. Vasconcelos e
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colaboradores (2000) relataram atividade de lacase na faixa de 5,6 U/mL para
uma cepa de Botryosphaeria rhodina, induzida pelo alcool veratrilico.

O fungo JUMADO53 apresentou mostrou-se um isolado de grande interesse,
tendo apresentado boa velocidade de crescimento em meio sélido contendo
lignina como indutor presente no meio, além da maior atividade de lacase
constitutiva para ABTS. Levando-se em conta que a producdo de lacase pode
aumentar dependendo dos nutrientes presentes, e por inducdo da lignina,
estudos de otimizacdo desses constituintes serdo realizados com o isolado
JUMADO53, considerando seu potencial de biodegradacao do polimero.

Os cromatogramas apresentaram alguns picos nas amostras de lignina kraft
tratada pelo isolado JUMADO53, sendo que os extratos dos sobrenadantes,
otimizados para ABTS, revelaram a presenca exclusiva de acido benzoico.

Tabela 3 — Areas obtidas para o composto 4cido benzoico (tempo de retencdo: 21,140
min) em suas respectivas amostras.

Amostra Area (m AU) Area relativa (%)
MC+Lignina+fungo 0,74+0,22 3,14+0,91
MC+Fungo 0 0
MC+Lignina 0 0
MC 0 0

MC= meio de cultivo

Figura 1 — Cromatograma da lignina kraft tratada pelo isolado JUMADO53, extrato obtido
a partir do sobrenadante em condigdes otimizadas para ABTS.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, 47 fungos de madeira e potenciais degradadores da lignina
foram isolados e conservados. Os resultados mostraram que a glicose é uma
importante fonte de carbono para os microrganismos na colonizacdo de meio
solido enriquecido com lignina, além disso, os isolados JUMADO042b e JUANTO70
ndo foram inibidos pela presenca desse polimero. Dentre os isolados fungicos
avaliados, o fungo JUMADO53 destacou-se pela atividade de lacase constitutiva
de 5,37 U/mL, medida pelo substrato ABTS, enquanto o fungo JUMADO72b
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demonstrou a maior atividade enzimatica para o substrato DMP, com 0,16 U/mL.
Este estudo traz contribuicGes significativas para futuras pesquisas, que podem
otimizar as condi¢cOes de cultivo para producdo de enzimas dos microrganismos
aqui selecionados e aplicar no beneficiamento da lignina.
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