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RESUMO - Fungos do género Pleurotus tém demonstrado ser bons produtores de
enzimas oxidativas com diversas aplicagcdes industriais, assim sendo estudos sobre a
composicdo de meios de cultivo que maximizem a producdo destas enzimas tornaram-se
alvo de muitas pesquisas. Este trabalho teve como objetivo avaliar producdo de lacase por
Pleurotus sajor-caju nos meios de cultivo (a) solucdo Manachini suplementada com
CuSO, 150 uM e glicose 20 g/L e (b) solucédo (a) tendo seus sais dissolvidos em &gua de
imersdo (residuo oriundo da umidificacdo do substrato no processo de cultivo de
cogumelos). Os experimentos foram realizados em biorreator de mistura completa (4L),
temperatura 30°C, K.a e pH iniciais 15 h™ e 6,0, respectivamente. A utilizacdo da 4gua de
imersdo mostrou-se favordvel para a producdo de lacase por Pleurotus sajor-caju. Os
meios de cultivo (a) e (b) apresentaram atividades maximas e produtividades em lacase de
222,1 e 3.132,7 U/L, respectivamente, e 1,98 e 17,1 U/L.h, respectivamente.

1. INTRODUCAO

O cultivo de fungos do género Pleurotus pode ser realizado em meio s6lido e em meio liquido.
Enzimas séo produzidas e excretadas pelo fungo quando este é cultivado tanto em meio solido quanto
em meio liquido. No entanto, o cultivo em meio liquido apresenta algumas vantagens em relacdo ao
cultivo em meio sélido, como menor area para o cultivo, maior controle de pardmetros como pH,
temperatura, etc., facilidade de extracdo dos produtos excretados, etc. A composi¢do do meio de
cultivo, tanto no cultivo solido como no cultivo liquido, vem sendo investigada por varios autores
com o objetivo de maximizar a producdo de enzimas por fungos e diminuir custos de producédo
(Elisashvili et al., 2008; Gregori et al., 2008; Libardi-Junior et al, 2011).

Segundo Gregori et al. (2008), o tipo de residuo agroindustrial, bem como a forma de cultivo

(meio solido ou liquido), influenciam diretamente na producdo de enzimas, bem como o tipo de
enzima produzida. Elisashvili et al. (2008) realizaram o cultivo de Pleurotus dryinus IBB 903 em
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meio de cultivo liquido e sélido. Estes autores observaram maior produtividade em
carboximetilcelulase e xilanase em meio de cultivo liquido (152 e 168 U/g.dia, respectivamente) que
em meio de cultivo sélido (28 e 54 U/g.dia, respectivamente). Contudo, o meio de cultivo s6lido
favoreceu a producdo de manganés peroxidase, que em meio de cultivo liquido teve sua atividade
inibida.

Libardi-Junior et al. (2011), estudaram a producdo de enzimas por Pleurotus sajor-caju em
dois diferentes meios de cultivo sdélido. O primeiro formulado com palha de folhas de bananeira
suplementado com farelo de arroz e o segundo com palha de folhas de bananeira e cascas de banana,
na proporcdo 2:1, também suplementado com farelo de arroz. Os autores observaram que a adi¢ao de
cascas de banana ao meio de cultivo aumentou a atividade das enzimas lacase (456,8 U/L), manganés
peroxidase (154,1 U/L) e xilanase (298,6 U/L) em 4,7, 11,5 e 1,4 vezes, respectivamente. Os mesmos
autores estudaram a producdo de lacase por Pleurotus ostreatus em meio liquido. Estes autores
avaliaram trés diferentes composicfes de meio de cultivo: (a) dgua destilada suplementada com
150uM de CuSO4 e 40 g/L de pb de cascas de banana, (b) meio de cultivo Kirk suplementado com
150 uM de CuSO, e 40 g/L de pd de cascas de banana e (c) agua de imersdo de palha de folhas de
bananeira suplementada com 150 pM de CuSO, e 40 g¢g/L de p6 de cascas de banana. O meio de
cultivo contendo agua de imerséao de palha de folhas de bananeira em sua composicdo, ou seja, 0 meio
de cultivo (c), foi 0 que propiciou a maior atividade de lacase, igual a 3.658,2 U/L, seguido dos meios
de cultivo (b) e (a), com atividades de lacase iguais a 1.575,0 e 372,5 U/L, respectivamente. Observa-
se influéncia positiva deste tipo de residuo, agua de imersdo de palha de folhas de bananeira, sobre a
producdo de enzimas por Pleurotus. Quando compara-se as atividades de lacase obtidas por Pleurotus
sajor-caju, cultivado em meio sélido, com aquelas obtidas por Pleurotus ostreatus, cultivado em
meio liquido, observa-se aumento de 8 vezes na atividade de lacase quanto utiliza-se meio de cultivo
liquido.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo estudar a producdo de lacase por Pleurotus
sajor-caju em meios de cultivo: (a) solugdo Manachini suplementada com CuSO,4 150 uM e 20 g/L
de glicose e (b) solugdo (a) tendo seus sais dissolvidos em agua de imersdo ao inves de 4gua destilada,
suplementada também com CuSQO, 150 uM e 20 g/L de glicose. E, desta forma, avaliar a influencia
deste residuo (agua de imersdo) sobre a producdo da enzima lacase por Pleurotus sajor-caju.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo e manutencao
Foi utilizada a espécie Pleurotus sajor-caju, obtida da Colecdo de Culturas de Basidiomicetos

da Universidade de S&o Paulo, sob o cddigo CCB 019, mantida em meio trigo-dextrose-agar (TDA)
(Furlan et al., 1997), sob refrigeracdo, com repiques realizados a cada trés meses.
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2.2. Preparo do in6culo

Foram utilizados frascos Duran de 2,0 L com duas saidas, contendo 400 mL de solucéo
Manachini (2 g/L de KHyPO4, 1 g/L de (NH4),SO4, 0,1 g/L de MgSO4.7H,0, 0,9 g/L de
Na;HPO4.2H,0 e 1 g/L de extrato de levedura) suplementada com 20 g/L de glicose. Os meios de
cultivo foram inoculados com micélio de 7 dias, contido em uma placa de Petri (Furlan et al., 2008), e
incubados a 30°C por 6 dias sob agitacdo de 110 min™,

2.3. Cultivo em biorreator

Foram utilizados dois meios de cultivo. Inicialmente, utilizou-se solu¢do Manachini
suplementada com 20 g/L de glicose e 150 uM de CuSQ,, sendo todos os sais dissolvidos em agua
destilada. Em seguida, realizou-se o cultivo utilizando solu¢do Manachini, também suplementada com
20 g/L de glicose e 150 uM de CuSOy,, porém sendo os sais dissolvidos em agua de imersao ao inves
de &gua destilada.

Todos os experimentos foram conduzidos em regime descontinuo, sem controle do pH (pH
inicial ajustado em 6,0), em biorreator de mistura completa Sartorius Stedim, modelo Biostat® B
Plus, com dorna de vidro de capacidade de trabalho de 4 L. A fracdo de indculo foi de 10%, ou seja,
400 mL. A temperatura foi fixada em 30°C, o fluxo de ar em 0,4 vvm (volume de ar por volume de
meio por minuto) e a frequéncia de agitagdo em 350 min™, gerando kLa inicial (coeficiente
volumétrico de transferéncia de oxigénio) de 15 h™*. Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.4. Métodos analiticos

2.4.1. Concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada atraveés de método gravimétrico. Uma amostra de 20
mL foi retirada periodicamente, filtrada em papel Whatman n°l, lavada com agua destilada,
transferida para cadinhos previamente pesados e secos por 48 horas a 90°C. A massa obtida apds a
secagem da biomassa em estufa por 48 horas a 60°C foi dividida pelo volume da amostra e o resultado
obtido expresso em g/L.

2.4.2. Concentracao de glicose
A concentracdo de glicose foi medida pelo método Glicose-E (ANALISA, Gold Analisa

Diagnostica Ltda.). Neste método, a glicose é oxidada pela enzima glicose-oxidase (GOD) a acido
gluconico e perdxido de hidrogénio (a). Em presenga de peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio
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produz a copulagédo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF), dando lugar a formacéo de um
cromogeno vermelho cereja (b), cuja intensidade da cor é proporcional a concentracdo de glicose
presente na solucdo em analise (Trinder, 1969). As leituras de absorbancia foram feitas em
espectrofotometro (modelo SP 2000UV, BEL PHOTONICS) a 505 nm. Com base nas leituras obtidas
com os padrdes (concentracdo de 0,1 a 1,0 g/L), foi definida uma equacdo, por regressdo linear,
através da qual foram calculadas as concentragdes de glicose nas amostras.

2.4.3. Atividade de lacase

A atividade da enzima lacase foi determinada pelo monitoramento do aumento da absorbancia
(420 nm), produzida pela oxida¢do do composto ABTS (2,2-azino-bis-[3-ethyltiazoline-6-sulfonate]),
utilizado como substrato, em um volume de 0,8 mL, ao qual acrescentou-se 0,1 mL de solucdo
tampdo acetato de sodio 0,1M (pH 5,0) e 0,1 mL do caldo enzimatico (Buswell et al., 1996). Uma
unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1
umol do subtrato ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36000 M™*.cm™.

2.4.4. Metodologia utilizada para os calculos cinéticos

Utilizou-se para o calculo das produtividades global e maxima (U/L.h) as formulas
QuLac=(Lacmax-Laco)/t, em que t é o tempo onde a concentracdo de lacase € maxima, definido como
tempo de processo, e Qpacmax=(Lacprogmax-Laco)/trroamax, €M que Lacprogmax € @ concentracdo de lacase
no tempo em que a produtividade em lacase é maxima (tprogmax)-

2.4.5. Construcao das curvas cinéticas

As curvas cinéticas de crescimento celular, consumo de glicose, atividade de lacase e pH
foram tragadas utilizando-se os pontos experimentais de cada repeticdo (experimentos realizados em
duplicata). O software para tratamento de dados experimentais de cultivo microbiano (EMERSON),
desenvolvido no Instituto de Pesquisas Tecnologicas de S&o Paulo (IPT) por Wagner Bruna e Manuel
F. Barral foi utilizado para a obteng@o das curvas “fantasmas” de crescimento celular e consumo de
glicose. O programa Origin 8.0 PRO® foi utilizado para desenhar os gréaficos contendo as curvas
“fantasmas” juntamente com os pontos experimentais de cada experimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Producéo de lacase em meio Manachini utilizando agua destilada e 4gua de
Imersdo na composi¢do do meio de cultivo

A Figural mostra as variaces das concentracfes de glicose e biomassa micelial, assim como
da atividade de lacase e do valor de pH, com o tempo de cultivo de Pleurotus sajor-caju em processo
descontinuo simples, utilizando solucdo Manachini, suplementada com 20 g/L de glicose e 150 uM de
CuSOg.

20 - —250 - =14
413
| H12
200 1.0 Jq
~ =10
— 7
| 7 4 9
o {150 2 2
. = z -4
Z 2 n 47 L
% E E [=1
3 Jio0 @ 95 & 1°
= m 45
o
14
-50 7
12
i = 41
0 - — . : : : . 0 a0 g
0 50 100 150 200

tempo (h)

Figura 1 — VariacBes das concentraces de glicose (linha continua), biomassa (linha tracejada),
atividade de lacase (linha pontilhada) e pH (linha tracejada e pontilhada) em fungdo do tempo (h)
durante o cultivo de Pleurotus sajor-caju, em processo descontinuo simples, utilizando solugéo
Manachini em &gua destilada. Os simbolos aberto e fechado representam as duplicatas do
experimento (glicose -e-, -o-,biomassa -m-, -0-, lacase - A -, -A- e pH - ¢ -, -0-).

Observa-se por meio da Figura 1 a maior atividade de lacase (222,1 U/L) em torno de 112 h de
cultivo, definido como tempo de processo. A partir deste tempo, ocorre estabilizacdo do pH em torno
de 3,8 e auséncia do consumo de glicose, sendo a concentracdo de glicose residual de
aproximadamente 12 g/L. Ap06s aproximadamente 170 h de cultivo, nenhum dos pardmetros avaliados
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sofreu alteracdo com o tempo. Em relacdo a biomassa micelial, até 150 h observa-se aumento da sua
concentracdo (de 0,27 para 1,04 g/L), porém comparando-se este valor com dados de literatura
(Mikiashvili et al., 2006; Correa, 2011) este apresenta-se inferior, evidenciando o desfavorecimento
deste tipo de meio de cultivo para producdo de biomassa. Contudo, a atividade de lacase encontrada
foi similar a encontrada em literatura para 0 mesmo género de fungo cultivado em meio liquido.

A Figura 2 mostra as variagdes das concentragdes de glicose e biomassa micelial, assim como
da atividade de lacase e do valor de pH, com o tempo de cultivo de Pleurotus sajor-caju em processo
descontinuo simples, em solugdo Manachini, suplementada com 20 g/L de glicose e 150 uM de
CuSQq, porém sendo todos os sais dissolvidos em &gua de imersao ao inves de agua destilada.
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Figura 2 — Variagbes das concentracbes de glicose (linha continua), biomassa (linha tracejada),
atividade de lacase (linha pontilhada) e pH (linha tracejada e pontilhada) em fungdo do tempo (h)
durante o cultivo de Pleurotus sajor-caju, em processo descontinuo simples, utilizando solucao
Manachini em agua de imersdo. Os simbolos aberto e fechado representam as duplicatas do
experimento (glicose -e-, -o-, biomassa -m-, -0-, lacase - A -, -A- e pH -4 -, -0-).

Observa-se por meio da Figura 2 maior atividade de lacase (3.132,7 U/L) em 182,8 h de
cultivo definido como tempo de processo. Neste tempo a concentragcdo de biomassa é de 7,2 g/L. A
partir deste tempo, ocorre estabilizacdo do pH em torno de 3,0, a concentragéo de glicose aproxima-
se de zero (aproximadamente 2 g/L) e observa-se diminui¢do do crescimento, seguido de lise celular.
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Comparando-se os valores de atividade de lacase e concentracdo celular nos experimentos com e sem
0 uso de &gua de imersdo, observa-se aumento de ambos os pardmetros. Observa-se aumento de
aproximadamente 14 e 7 vezes na atividade de lacase e concentracdo de biomassa, respectivamente,
quando utiliza-se agua de imersdo na composicdo do meio de cultivo. Os valores encontrados de
produtividades global e maxima também foram maiores quando utilizou-se agua de imersdo na
composi¢do dos meios de cultivo. As produtividades global e méxima para os cultivos realizados em
solucdo Manachini suplementada com 20 g¢g/L de glicose e 150 pM de CuSO, sendo o0s sais
dissolvidos em agua de imersdo foram 17,1 e 20,9 U/L.h, respectivamente. Enquanto, as
produtividades global e maxima para os cultivos sem o uso de agua de imersdo foram 1,98 e 10,5
U/L.h.

Os valores de atividade de lacase obtidos neste trabalho, utilizando agua de imersdo na
composi¢do do meio de cultivo, foram similares aos obtidos por Libardi-Janior et al. (2011), que
avaliaram trés diferentes composi¢fes de meio de cultivo: (a) dgua destilada suplementada com 150
UM de CuSQO, e 40 g/L de pd de cascas de banana, (b) meio de cultivo Kirk suplementado com 150
UM de CuSO, e 40 g/L de pb de cascas de banana e (c) dgua de imersdo de palha de folhas de
bananeira suplementada com 150 uM de CuSO, e 40 g/L de p6 de cascas de banana. O meio de
cultivo contendo agua de imerséo de palha de folhas de bananeira em sua composicao, ou seja, 0 meio
de cultivo (c) foi o que propiciou a maior atividade de lacase, igual a 3.658,2 U/L, seguido dos meios
de cultivo (b) e (a), com atividades de lacase iguais a 1.575,0 e 372,5 U/L, respectivamente. Estes
autores observaram influéncia positiva do residuo agua de imersdo de palha de folhas de bananeira
sobre a producdo de enzimas por Pleurotus ostreatus. Os mesmos autores obtiveram atividade de
lacase por Pleurotus ostreatus variando de 3,5 a 9,5 U/L quando utilizaram meio de cultivo Kirk e
diferentes composi¢des como adicdo de pedacos de madeira e/ou pedacos de filtro de papel
Whatmann n. 1, etc. Estes valores ficaram muito abaixo dos obtidos nestes trabalho.

Correa (2011) obtiveram valores de atividade de lacase superiores aos obtidos neste trabalho e
também observaram efeito positivo do residuo agua de imersao de palha de folhas de bananeira sobre
a producdo de enzimas por Pleurotus. Estes autores estudaram a utilizacdo de residuos da
bananicultura, palha de folhas de bananeira e cascas de banana, para a producgéo de lacase, celulase,
carboximetilcelulase e xilanase por Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju em meio liquido. Trés
formulagcbes foram avaliadas: (a) agua de imersdo de palha de bananeira + cascas de banana (2:1)
suplementada com 40 g/L de palha de bananeira triturada e 150 uM de CuSOy; (b) formulacédo (a)
suplementada com 10 g/L de glicose e (c) meio de cultivo Kirk suplementado com 40 g/L de palha de
bananeira triturada e 150 pM CuSO,. Observou-se atividade de lacase em todos os meios avaliados
para ambas as especies, sendo a maior concentracdo (4.210,76 + 306 U/L) obtida com o meio (b) e a
espécie Pleurotus sajor-caju. As demais enzimas nao apresentaram atividade enzimatica.

4. CONCLUSAO

Observa-se de acordo com os resultados obtidos aumento de aproximadamente 14 vezes na
producdo de lacase por Pleurotus sajor-caju quando utilizou-se para dissolu¢do dos sais agua de
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imersdo (um residuo agro-industrial abundante na regido nordeste da Santa Catarina e utilizado para a
producdo de cogumelos) ao invés de agua destilada. As produtividades global e méaxima também
foram aumentadas, em 8,5 e 10,5 vezes, respectivamente.
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