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RESUMO - Fenol-oxidases sé&o enzimas com elevado potencial de aplicacdo
industrial por serem ndo especificas com relacdo ao substrato e capazes de oxidar
compostos com estruturas semelhantes a lignina. Neste estudo, avaliou-se a
producdo de fenol-oxidases de Pleurotus sajor-caju PS-2001 em biorreator airlift
de circulagéo interna utilizando diferentes volumes de meio de cultivo (4, 4,5e 5
L) e vazdes de ar (1, 1,5 e 2 L.min™) em pH 6,5 a 28°C. Dentre as condicdes
testadas, 4,5 L de meio com aeracdo de 1,5 L.min™ foi considerada a mais
favoravel a producdo enzimatica, visto que atividades de lacases (Lac), que
representam as principais enzimas produzidas pelo fungo utilizado, atingiram 156
U.mL™? em 90 h de cultivo; neste ensaio, também foram detectados os titulos
maximos de peroxidases totais (Per) e de manganés peroxidases (MnP), de 31 e
21 U.mL™, respectivamente. Em 5 L de meio com aeragdo de 1 L.min™, as
atividades de Lac e Per atingiram niveis de 132 e 12 U.mL™, respectivamente,
ambas em 90 h de cultivo. MnP mostraram titulos elevados também em 4 L de
meio com aeracdo de 1 L.min™® (17 U.mL™ em 24 h). Lignina peroxidases e
oxidases do alcool veratrilico praticamente ndo foram detectadas. Concentra¢fes
superiores de biomassa ocorreram em 4,5 L de meio com aeragdo de 2 L.min™
(4,6 g.L."" em 72 h) e em 4 L de meio com aeracdo de 1 L.min™ (3,6 g.L™ em 72
h). O comportamento cinético mostrou consumos de substrato e de oxigénio
dissolvido em todos os ensaios realizados.

1. INTRODUCAO

As principais fenol-oxidases incluem manganés peroxidases (MnP), lignina
peroxidases (LiP) e lacases (Lac), que sdo secretadas no meio extracelular de crescimento dos
fungos ligninoliticos em resposta a baixos niveis de fontes de nutrientes, principalmente
carbono e nitrogénio (Gill e Arora, 2003). Lac e MnP catalisam a oxida¢do dos componentes
fendlicos da lignina, enquanto LiP é muito eficiente na oxidagdo de substancias fenolicas e
ndo fendlicas (Min et al., 2001). Enzimas ligninoliticas sdo ndo especificas com relacdo ao
substrato, permitindo aos microrganismos produtores a capacidade de degradar compostos
com estruturas semelhantes a lignina, como fendis, corantes, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, dioxinas e pesticidas. Suas potenciais aplicacfes incluem segmentos das
industrias de alimentos e bebidas, de petroleo, cosmética, quimica, farmacéutica e,
especialmente, téxtil e de papel e celulose, (Canet et al., 2001; Dhawan et al., 2005; Couto e
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Herrera, 2006; Munari et al., 2007; Schmitt et al., 2012). O mecanismo ndo especifico de
atuacdo das fenol-oxidases também possibilita a degradacdo de uma ampla variedade de
poluentes até CO, e H,O (Barr & Aust, 1994).

Atualmente, biorreatores airlift tem sido estudados como uma alternativa ao uso de
sistemas com agitacdo mecanica, principalmente para o cultivo de microrganismos sensiveis
ao cisalhamento. Entretanto, é possivel que este problema também ocorra em airlift quando
elevados fluxos de ar sdo aplicados (Fontana et al., 2009). No biorreator airlift, a circulagdo
do liquido é forcada pelo proprio ar; a diferenca de gas entre a zona aerada (riser) e a zona
ndo aerada (downcomer) resulta numa diferenca de densidade do liquido entre essas regides,
causando a circulagdo do fluido no biorreator e sendo apropriado para varios tipos de
bioprocessos (Chisti, 1989).

O uso de sistemas airlift apresenta algumas vantagens, como simplicidade na
construcdo, boa capacidade de transferéncia de calor e de massa, eficiente mistura e
homogeneizagdo do meio de cultivo e baixo consumo de energia (Chisti, 1989; Vial et al.,
2002), sendo eficientes para aplicacdo em cultivos fungicos que exigem razoaveis taxas de
transferéncia de massa e baixas tensbes de cisalhamento (Merchuk e Asenjo, 1995). Nos
ultimos anos, a configuracdo de biorreatores airlift tem sido estudada, principalmente, em
termos de capacidade de transferéncia de oxigénio, visto que possibilita grandes vazdes de ar
e aumento da transferéncia de oxigénio gas-liquido, incluindo o uso deste sistema para o
cultivo de microrganismos que formam pellets (Freitas e Teixeira, 2001; Lin et al., 2004).

Em muitas linhagens de Pleurotus, um dos cinco géneros de fungos comestiveis
mais cultivados do mundo, a adaptacdo a culturas liquidas é relativamente rapida (Confortin
et al., 2008). Pleurotus sajor-caju apresenta excelente crescimento em processos submersos,
sendo, também, um importante produtor de fenol-oxidases (Bettin et al., 2009; Bettin et al.,
2011). Muitos fatores influenciam o crescimento fungico e a producdo de enzimas em
biorreatores, como sua geometria e configuracdo, regimes de operacdo, agitacdo, aeracao,
temperatura, pH, composicdo do meio de cultivo, proporcdo do indculo e tempo de incubacéo
(Mérquez-Rocha et al., 1999; Mikiashvili et al., 2006). Diante desse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi verificar a influéncia de diferentes volumes de meio de cultivo e de
vazdes especificas de ar sobre o crescimento e a producdo de fenol-oxidases de P. sajor-caju
PS-2001 em regime descontinuo, utilizando um biorreator airlift de circulacdo interna.

2. MATERIAL E METODOS

Linhagem - Pleurotus sajor-caju PS-2001, da colecdo de microrganismos do IB-UCS,
foi mantido em meio contendo serragem de Pinus spp., 20 g; farelo de trigo, 20 g; CaCQO3, 2
g; agar-agar, 20 g; H,O destilada g.s.p. 1 L. As placas com a linhagem foram mantidas em
estufa a 28°C até completo crescimento micelial e armazenadas a 4°C (Bettin et al., 2009).

Composi¢ao da solugdo mineral - KH;PO,4, 20 g; (NH4)2SO4, 14 g; CaCl,, 3 g;
MgSQ,.7H,0, 3 g; ureia, 3 g; MnSO4.H,0, 15,6 mg; FeSO,4, 50 mg; ZnSO,4, 14 mg; CoCly,
20 mg; H,0 destilada g.s.p. 1 L (Mandels e Reese, 1957).

Inoculos - Preparados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio
composto por: glicose, 5 ¢; caseina pura, 1,5 ¢; solucio mineral de nutrientes e
micronutrientes, 100 mL; H,O destilada g.s.p. 1 L. Apds autoclavagem, trés discos de agar de
1,5 cm de diametro foram raspados de placas com a linhagem e acrescentados ao meio (Bettin
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et al., 2009). O crescimento ocorreu sob agitagdo reciproca por 6 dias, a 180 rpm e 28+2°C. A
proporcao dos indculos para os cultivos em biorreator foi de 10% (v/v) (Bettin et al., 2011).

Meio de cultivo fungico em biorreator airlift — A composicdo dos meios foi baseada
em glicose, 5 g; caseina pura, 1,5 g; acido benzoico, 122 mg; CuSO,4, 100 mg; solucdo
mineral de nutrientes e micronutrientes, 100 mL; H,O destilada g.s.p. 1 L. Os meios foram
autoclavados por 20 minutos, juntamente com a cuba do biorreator. Em todas as condicdes,
antiespumante a base de silicone foi adicionado, quando necessario (Bettin et al., 2011).

Condicdes de cultivo em biorreator airlift de circulagéo interna - Utilizou-se um
biorreator airlift de volume nominal de 6 L com dimensdes de 75 cm de altura e 11 cm de
didametro; o tubo interno (riser) possui 34 cm de altura e 7 cm de diametro. Diferentes
volumes de meio de cultivo (4, 4,5 e 5 L) foram testados utilizando-se vazdo de ar de 1,0
L.min™. Os ensaios em que foram testadas diferentes aeracées (1, 1,5 e 2 L.min™) foram
realizados em volume de 4,5 L de meio de cultivo. As vaz@es especificas de ar foram fixadas
no inicio dos cultivos, ndo sendo alteradas durante o processo, em todos 0s experimentos
realizados, com percentual de saturacdo em oxigénio dissolvido flutuando livremente. Os
ensaios foram conduzidos em regime descontinuo, pH 6,5 a 28+1°C, durante 90 horas.

Atividades enziméticas — Os substratos utilizados nas quantificacbes enzimaticas
foram ABTS para lacases (Wolfenden e Willson, 1982); ABTS e H,0, para peroxidases totais
(Heinzkill et al., 1998); vermelho de fenol, MnSO, e H,0O, para manganés peroxidases
(Kuwahara et al., 1984); alcool veratrilico para oxidases do alcool veratrilico (Bourbonnais e
Paice, 1988); alcool veratrilico e H,0, para lignina peroxidases (Tien e Kirk, 1984).

Determinacdo das concentracgdes de substrato e de biomassa fungica — O consumo
do substrato (glicose) utilizado nos cultivos foi quantificado com a utilizacdo do reagente
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) e curva padrdo de glicose, de acordo com Miller (1959). A
concentracdo celular foi mensurada por gravimetria, em cadinhos de porcelana.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho se referem a ensaios conduzidos em biorreator
airlift de circulacdo interna utilizando diferentes volumes de meio de cultivo (4, 4,5e 5 L com
aeracdo de 1 L.min™) e vazdes de ar (1, 1,5e 2 1 L.min™ em 4,5 L de meio). Em todas as
condicdes testadas, buscou-se avaliar a sintese de fenol-oxidases de P. sajor-caju PS-2001,
assim como o crescimento micelial e os consumos de substrato e de oxigénio dissolvido,
durante 90 horas de processo.

Na Figura 1, sdo mostrados os perfis atividade de lacases, que representam as
principais enzimas produzidas pelo fungo utilizado. Com relacdo a producdo em diferentes
volumes de meio de cultivo (Figura 1A), observa-se que niveis elevados de atividade
enzimatica foram detectados com 5 e 4,5 L de meio reacional, atingindo picos de 132 e 96
U.mL™, respectivamente, ambos em 90 horas de incubag#o; a atividade observada com 4 L de
meio de cultivo mostrou niveis inferiores a 20 U.mL™. Sob diferentes vazdes especificas de ar
(Figura 1B), a maior atividade de lacases foi obtida com 1,5 L.min™ de ar, atingindo 156
U.mL? também em 90 horas de cultivo; com aeracdes de 1 e 2 L.min™, as atividades
méximas de lacases foram de 96 e 84 U.mL™, respectivamente.
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Figura 1 — Atividades de lacases em funcdo do tempo obtidas durante cultivos submersos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 realizados em biorreator airlift de circulacéo interna sob
diferentes volumes de meio de cultivo (A) e vazdes de ar (B) em pH 6,5 a 28°C.

A Tabela 1 mostra as méaximas atividades enzimaticas das fenol-oxidases
quantificadas durante os ensaios. No teste em que foi detectada a méxima producéo de lacases
(aeracdo de 1,5 L.min™ em 4,5 L de meio), também foram observados os titulos maximos de
peroxidases totais e de manganés peroxidases (MnP), com picos de 31 e 21 U.mL™,
respectivamente. Nesta condicdo, também foi detectada baixa atividade de oxidases do alcool
veratrilico (OAV). Outra condicdo favoravel a producdo de MnP foi a utilizacdo de 4 L de
meio de cultivo com aeracéo de 1 L.min*, que proporcionou atividade méxima de 17 U.mL™.

Tabela 1 — Atividades enzimaticas maximas de fenol-oxidases obtidas durante cultivos
submersos de Pleurotus sajor-caju PS-2001 realizados em biorreator airlift de circulagao
interna sob diferentes volumes de meio de cultivo e vazdes de ar em pH 6,5 a 28°C

Volume de meio de cultivo (L) Vazao de ar (L.min™)

ENZIMAS 4,0 4,5 5,0 1,0 15 2,0
Lacma (U.mL™) 14,8 96,3 132,1 96,3 155,6 83,9
Tempo (h) 66 90 90 90 90 60
Perma (U.mL™) 2,47 9,88 12,3 9,88 30,9 11,1
Tempo (h) 90 66 90 66 90 36
MNP s (U.mL™) 17,4 9,79 7,68 9,79 21,2 3,51
Tempo (h) 24 90 36 90 84 72
LiPms (U.mL™) ND ND ND ND ND ND
Tempo (h)
OAV s (U.mL™) ND ND ND ND 0,07 ND
Tempo (h) --- --- --- 12 ---

Legenda: Lacmsx (atividade maxima de lacases), Permax (atividade maxima de peroxidases totais), MNPy
(atividade maxima de manganés peroxidases), LiPnax (atividade maxima de lignina peroxidases), OAV nax
(atividade maxima de oxidases do alcool veratrilico), ND (atividade enzimatica ndo detectada).

Lignina peroxidases (LiP) ndo foram observadas em nenhuma das condicdes testadas
(Tabela 1). Porém, a producdo de LiP requer condigdes especificas, como limitacdo de
nitrogénio e saturacdo de oxigénio (Saparrat et al., 2002). Essa constatacdo pode explicar a
auséncia desta enzima nas condicOes testadas, uma vez que atividades de LiP e OAV ja foram
detectadas durante cultivos submersos de P. sajor-caju PS-2001 realizados em biorreator com
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agitacdo mecanica (Bettin et al., 2011). Bourbonnais e Paice (1988), em estudos realizados
com P. sajor-caju 405, observaram atividade méaxima de OAV de 1 U.mL™ em 24 dias.

Utilizando o substrato dimetoxifenol para a deteccdo enzimatica, Liu et al. (2013)
verificaram atividades de lacases de 72 U.mL™ no sexto dia de cultivo de Pycnoporus sp. em
biorreator airlift de 65 L, operado com aeragdo de 30 L.min™ em pH inicial de 5,0 a 30°C.
Contudo, utilizando o mesmo substrato do presente trabalho (ABTS) em meio composto por
glicerol, Rodriguez Couto et al. (2006) observaram atividades maximas de 19 U.mL™ de
lacases em 24 dias de cultivo de Trametes hirsuta em airlift com volume operacional de 6 L,
pH controlado em 4,5 e suprimento de ar de 1 vvm. Essas comparacfes sugerem que P. sajor-
caju PS-2001 possui elevado potencial de producdo de lacases em biorreatores do tipo airlift,
fato evidenciado pelas elevadas atividades enzimaticas obtidas neste trabalho (Figura 1).

Na Tabela 2, estdo resumidos os principais resultados obtidos nos cultivos. Os dados
referentes a enzima (Ygs e Pg) correspondem ao tempo em que foi detectado o pico de
atividade de lacases (Lacmax), enquanto os dados referentes a biomassa (Yxs € Px)
correspondem ao tempo em que foi observado o pico de concentracdo celular (Xmsx); 0 fator
de rendimento especifico (Ygx) relaciona a méxima atividade de lacases com a maxima
concentracdo celular. A produtividade volumétrica (Pg) foi superior a 1 U.mL™.h™ em todos
os testes realizados, com excecdo de 4 L de meio com aeragdo de 1 L.min™. Com relagdo ao
rendimento enzimatico (Ygs), 0s melhores resultados foram obtidos também no teste em que
foi detectada a mais elevada atividade de lacases (4,5 L de meio com aeracéo de 1,5 L.min™).
A produtividade (Px) foi superior nos testes que mostraram elevada biomassa micelial, sendo
comparavel nas demais condicbes. O rendimento celular (Yyxss) também foi superior no teste
de mais elevada atividade de lacases, devido a precocidade de deteccdo do pico de
crescimento, combinado com baixo consumo de substrato em 36 horas. O fator de rendimento
especifico (Yg/x) mostra que a relagdo entre sintese de lacases e formacdo de biomassa foi
superior no ensaio de maior atividade de lacases, sugerindo que elevada sintese enzimatica
ndo esta relacionada com intenso crescimento, nas condicdes testadas.

Tabela 2 — Resultados gerais obtidos durante cultivos submersos de
Pleurotus sajor-caju PS-2001 realizados em biorreator airlift de circulagdo interna sob
diferentes volumes de meio de cultivo e vazdes de ar em pH 6,5 a 28°C

- Volume de meio de cultivo (L) Vaz&o de ar (L.min™)

PARAMETROS 4,0 4,5 5,0 1,0 1,5 2,0
Lacms (U.mL™) 14,8 96,3 132,1 96,3 155,6 83,9
Tempo (h) 66 20 20 90 20 60
Pe(U.mL™h™ 0,187 1,070 1,427 1,070 1,715 1,379
Yes(U.g™h) 1849 49258 25210 49258 52789 26216
Xmax (9.L) 3,62 1,24 1,87 1,24 1,26 4,59
Tempo (h) 72 60 90 60 36 72
Px(g.L".h™) 0,048 0,018 0,018 0,018 0,029 0,061
Ys(9.9%) 0,504 1,586 0,326 1,586 4,088 0,625
Yex (U.g?) 4,088 77,661 70,642 77,661 123,492 18,279

Legenda: Lac,,;, (maxima atividade de lacases), Pg (produtividade volumétrica de lacases), Ygss (fator de
rendimento de substrato em atividade de lacases), Xusx (méxima concentragdo celular), Px (produtividade
volumétrica de biomassa), Yy (fator de rendimento de substrato em células), Yg/x (fator de rendimento
especifico relacionando a maxima atividade de lacases com a méxima concentragdo celular).
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Embora o perfil cinético ndo seja apresentado, em todos os experimentos foram
observadas quedas graduais nos niveis de substrato (glicose) e de oxigénio dissolvido, o que é
uma caracteristica de microrganismos aerobios em cultivos submersos. Liu et al. (2013)
relataram que lacases séo as principais enzimas produzidas por Pycnoporus sp. em cultivos
realizados em biorreator airlift, observando aumento de biomassa e concomitante decréscimo
nos niveis de pH e de oxigénio dissolvido.

A mistura e a circulacdo do meio, em todas as condicGes testadas, foram consideradas
excelentes, ndo apresentando zonas estagnadas ou quaisquer outros problemas operacionais
durante todo o periodo de incubacdo; além disso, a viscosidade aparente do caldo
praticamente nédo foi alterada. Segundo Fontana et al. (2009), o aumento da viscosidade no
meio de cultura representa uma dificuldade adicional para a operacdo de sistemas airlift em
bioprocessos para a producdo enzimética. Utilizando biorreatores semelhantes, estudos
realizados com Aspergillus oryzae para a producdo de poligalacturonases (Fontana e Silveira,
2012) e com Penicillium echinulatum para a producéo de celulases e xilanases (Ritter et al.,
2013), mostraram grande aumento da viscosidade do meio devido ao crescimento fungico e a
adicédo de indutores, necessitando de aumento na aeragdo para a manutencdo da circulacéo e
da mistura dos caldos enzimaticos, com consequente efeito sobre a transferéncia de oxigénio e
a produtividade volumétrica. Entretanto, os resultados obtidos com P. sajor-caju PS-2001 em
biorreator airlift corroboram as informacdes de Rancafio et al. (2003) e Dominguez et al.
(2007), que estudaram a producéo de lacases por Trametes versicolor em sistemas airlift de 2
L utilizando bateladas sucessivas, durante 40 dias e 44 dias, respectivamente, com aeracgéo de
1 L.min™ a 30°C, sem problemas operacionais durante 0s processos. Os autores afirmaram
que a configuracdo do biorreator foi apropriada para a obtencdo de elevadas atividades
enzimaticas e para a manutencao de pellets de tamanho regular (Rancafio et al., 2003).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalhno mostram que a aplicagédo do sistema airlift para o
cultivo de P. sajor-caju PS-2001 em processo submerso é eficiente tanto para a sintese
enzimatica quanto para o crescimento fungico. Dentre as fenol-oxidases produzidas por este
microrganismo, destacam-se as lacases, que podem alcancar elevadas atividades nesse tipo de
biorreator, dependendo das condi¢bes operacionais adotadas. Outro fator relevante a ser
ressaltado é a facilidade de operacdo, combinada com excelente mistura e homogeneizacao do
meio reacional, sem alteracdo da viscosidade aparente durante o crescimento micelial. Para a
continuidade dos estudos nessa linha de pesquisa, outros experimentos estdo sendo
desenvolvidos visando esclarecer a influéncia dos diversos fatores que afetam a atividade
enzimatica e o crescimento fungico em biorreator airlift, incluindo variacdo nos parametros
operacionais e na composi¢do dos meios de cultivo.
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