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RESUMO - A utilizacdo de residuos florestais para produgdo de enzimas oxidativas é
uma alternativa para as inddstrias obterem biocatalisadores com um custo mais baixo,
como também uma maneira viavel de agregar valor a estes residuos, diminuindo seu
impacto ambiental. Esse trabalho teve como objetivo estudar as condi¢des de cultivo
fungico em estado sélido utilizando residuos da hidrodestilacdo de plantas do género
Aniba na obtencdo lacase. Foram selecionadas as varidveis (umidade do substrato, fonte
de nitrogénio, fonte de fosforo, tempo e temperatura de cultivo) que influenciam a
atividade enzimatica por meio de um planejamento experimental fracionado. O fungo
UEA 105 cultivado no residuo de preciosa e de pau-rosa obteve uma boa produgdo de
lacase. Entretanto, o melhor resultado de atividade enzimatica foi obtido com o fungo
Aspergillus brasiliensis cultivado no residuo de preciosa, utilizando niveis maximos de
tempo, temperatura e fésforo e niveis minimos de umidade e nitrogénio.

1. INTRODUCAO

As plantas da familia Lauraceae apresentam-se amplamente distribuidas através das regifes
tropicais e subtropicais do planeta, ocorrendo em todo o mundo, principalmente nas florestas da
América Central e do Sul (Van Der Werff e Richter, 1996). Esta familia compreende o género Aniba,
o qual possui cerca de 40 espécies cuja maioria encontra-se na Amazénia. Algumas espécies sdo
exploradas para a preparacdo de produtos medicinais, porém as espécies desse género sdao mais
conhecidas pela producdo e constituicdo dos seus Oleos essenciais para a industria de perfumaria,
destacando-se a espécie Aniba roseadora Ducke, conhecida como pau-rosa, possuindo o linalol como
principal constituinte do seu 6leo essencial muito utilizado como fixador (Melo et al., 2006). Outras
espécies, como A. canellila (H.B.K) Mez (preciosa) e A. parviflora (Meissn) Mez (macacaporanga)
também sdo usadas na perfumaria (Marques, 2001).

Técnicas de extracdo dos compostos aromaticos das plantas, incluindo os éleos essenciais e 0s
extratos, sdo citadas na literatura, entre elas a extracdo com solventes organicos, enfloracdo,
prensagem ou utilizacdo de CO- supercritico (Pybus e Sell, 1999; Simdes et al., 2001). Pode ocorrer
varia¢do na composicao do 6leo obtido, em fungdo do método de extracdo utilizado (Simdes et al.,
2001).
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A extracdo dos 6leos essenciais gera residuos sélidos que podem ser reaproveitados como
substrato em processos biotecnolégicos, na obtencdo de compostos quimicos e de produtos com valor
comercial interessante como alcool, proteinas, acidos organicos, entre outros (Pandey et al., 2000a). A
prospeccdo quimica de metabdlitos fingicos apresenta-se como uma perspectiva interessante, pois
estes microrganismos podem ser cultivados em larga escala e produzirem uma série de moléculas
bioativas, como por exemplo, as enzimas (Takahashi e Lucas, 2008).

Muitas sdo as fontes de enzimas utilizadas industrialmente. Embora algumas sejam extraidas de
tecidos animais e vegetais, as enzimas usadas na industria sdo geralmente obtidas de microrganismos.
A grande variedade e disponibilidade de bactérias, leveduras e fungos, aliada ao dominio das técnicas
de cultivo, tornam as enzimas de origem microbiana as mais utilizadas em processos industriais.
Apesar de um microrganismo ser capaz de produzir mais de mil enzimas distintas, é necessario um
trabalho cuidadoso para o isolamento de espécies que produzam determinadas enzimas com as
caracteristicas desejadas (Faber, 2004).

A lacase (benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) é uma enzima que catalisa a
remoc¢do de elétrons e protons de grupos hidroxi-fendlicos e aminoaromaticos, formando radicais
fenoxi livres e radicais amino, respectivamente (Leonowicz et al., 1999). Sua atividade tem sido
demonstrada em mais de 60 tipos de fungos, em varias plantas superiores e em algumas bactérias
(Mayer, 1987, Faure et al., 1994). Muitos pesquisadores procuram aperfeicoar as condicbes de
crescimento do fungo e a produgdo de lacase, tanto por métodos convencionais e/ou estatisticos,
fazendo-se a combinacdo de diferentes fatores capazes de interferir na produgdo enzimatica, para
selecionar o método mais apropriado. Além disso, buscam melhor entender as propriedades da enzima
a nivel molecular e cinético, bem como a identificacdo mais eficiente de fontes produtoras de lacase
(Giamreda et al., 1999; Ikehata et al., 2004).

A produgcdo industrial de enzimas faz-se principalmente pelo processo de fermentagdo submersa
(em meio liquido), que envolve o crescimento de microrganismos num meio rico e com elevadas
concentracdes de oxigénio. As enzimas também podem ser produzidas por fermentagdes em estado
solido (FES), as quais utilizam-se de substratos sélidos e sdo importantes economicamente para paises
como o Brasil, que possui abundancia em biomassa e residuos agroindustriais, que podem ser usados
como matérias primas de baixo custo (Castilho et al., 2000). Esta técnica tem muitas vantagens sobre
a fermentacdo liquida incluindo um rendimento superior, uma menor demanda de energia (Krishna,
2005), menor capital e custos de operacao, além de utilizar equipamentos e meios de cultivo mais
simples. Os residuos podem ser reutilizados pela propria industria que os produzem, principalmente
como energia, ou podem ser vendidos para outras empresas e aplicados em usos diversos, como por
exemplo, substrato para o cultivo de fungos. Se isto for feito, os residuos deixam de ser um problema
e passam a ser um subproduto da empresa em questdo, podendo até gerar lucro (Lima e Silva, 2005).

Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar as condi¢fes de cultivo flingico em estado
solido utilizando residuos da hidrodestilacdo de plantas do género Aniba como substrato para obter a
maxima atividade de lacase, por meio de um planejamento experimental.
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2. METODOLOGIA
2.1 Coleta do Material Vegetal e Obtengdo do Residuo Sélido

Foram utilizados galhos e folhas das espécies Aniba parviflora (coletados na Fazenda Pematec
em Santarém-PA), Aniba rosaeodora (coletados na Fazenda Magaldi em Maués-AM) e Aniba
canellila (coletados na Reserva Ducke em Manaus-AM). Este material foi previamente seco e
triturado, sendo utilizado para a extragdo do Oleo essencial em hidrodestilador tipo Clevenger. O
residuo so6lido obtido ap6s a hidrodestilacéo foi na FES.

2.2 Microrganismos

Foi utilizado um fungo isolado da biodiversidade Amazonica, previamente selecionado como
bom produtor de lacase (UEA _105) e que faz parte da micoteca do Programa de P6s-Graduagdo em
Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazénia (MBT-UEA). Também utilizou-se o fungo
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Os isolados foram mantidos a 5°C em meio batata-agar-
dextrose (BDA), e repicados periodicamente. Para o preparo do inéculo foi obtida uma suspensao de
esporos (1 x 10° UFC/mL).

2.3 Cultivo dos Fungos Utilizando a Fermentacao Soélida

Para o cultivo fangico foram utilizados frascos erlenmeyer de 125 mL. O meio de cultivo sélido
foi composto por 7 g de residuo acrescidos de solucdo contendo os demais componentes do meio
(fonte nitrogénio — NH4NO3 e fonte de fosforo — KH,PO,) com quantidade de agua deionizada
suficiente para atingir os valores de umidade estudados, sendo posteriormente autoclavado a
120°C/15 min. Em seguida, 50 uL da suspensdo de esporos foram inoculados no meio de cultivo
solido mantido a diferentes tempos e temperaturas em incubadora BOD, sem agitacao.

Apols o crescimento, 20 mL de agua deionizada autoclavada foi adicionada ao meio, para
facilitar a extragdo da enzima. Durante 2 min 0 meio contendo agua foi colocado no ultrassom e por
10 min sob agitagdo em shaker. Foi realizada uma filtragdo a vacuo, em funil de Blichner e entdo as
amostras foram congeladas para avaliacdo da atividade enzimatica.

2.4 Ensaio da Atividade Enziméatica

A medida da atividade enzimatica foi realizada através de um método colorimétrico em
espectrofotometro UV-Vis. O aumento da absorbancia em 530 nm em fungdo da oxidacdo da
seringaldazina foi relacionado ao aumento da atividade de lacase no extrato enzimatico segundo a
metodologia descrita por Ride (1980). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 mmol de seringaldazina por minuto por mL de extrato
enzimatico.
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Um planejamento experimental fatorial fracionado 2 foi realizado para selecionar as variaveis
- umidade do substrato, adicdo de nutrientes (fontes de nitrogénio e de fésforo), tempo e temperatura
de cultivo - que influenciam de forma estatisticamente significativa a atividade enzimatica. A analise
estatistica dos dados experimentais foi realizada com a utilizacdo do software Statistica 6.0. A matriz

do planejamento experimental esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental.

VARIAVEIS
Ensaio T (°C) t (dias) N (%) P (%) U (%)
1 24 (-1) 9(-1) 1,5(-1) 3(-1) 90 (+1)
2 30 (+1) 9(-1) 1,5(-1) 3(-1) 70 (-1)
3 24 (-1) 15 (+1) 1,5(-1) 3(-1) 70 (-1)
4 30 (+1) 15 (+1) 1,5(-1) 3(-1) 90 (+1)
5 24 (-1) 9(-1) 4,5 (+1) 3(-1) 70 (-1)
6 30 (+1) 9(-1) 4,5 (+1) 3(-1) 90 (+1)
7 24 (-1) 15 (+1) 4.5 (+1) 3(-1) 90 (+1)
8 30 (+1) 15 (+1) 4,5 (+1) 3(-1) 70 (-1)
9 24 (-1) 9(-1) 1,5(-1) 6 (+1) 70 (-1)
10 30 (+1) 9(-1) 1,5 (-1) 6 (+1) 90 (+1)
11 24 (-1) 15 (+1) 1,5(-1) 6 (+1) 90 (+1)
12 30 (+1) 15 (+1) 1,5(-1) 6 (+1) 70 (-1)
13 24 (-1) 9(-1) 4,5 (+1) 6 (+1) 90 (+1)
14 30 (+1) 9(-1) 4,5 (+1) 6 (+1) 70 (-1)
15 24 (-1) 15 (+1) 4,5 (+1) 6 (+1) 70 (-1)
16 30 (+1) 15 (+1) 4,5 (+1) 6 (+1) 90 (+1)
17 27 (0) 12 (0) 3(0) 4,5(0) 80 (0)
18 27 (0) 12 (0) 3(0) 4,5(0) 80 (0)
19 27 (0) 12 (0) 3(0) 4,5 (0) 80 (0)

T = Temperatura; t = tempo; N = fonte de Nitrogénio; P = fonte de

fésforo; U = umidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de atividade enzimatica obtidos em cada experimento de FES utilizando os
diferentes residuos de Aniba e os dois fungos estdo apresentados na Tabela 2.

Observa-se que para o residuo de A. parviflora, obteve-se a maior atividade enzimatica no
ensaio 11, com o fungo A. brasiliensis (134 U/mL), onde as condicdes de cultivo foram: 24°C, 15

dias, 1,5% de nitrogénio, 6% de fosforo e 90% de umidade.

Para o residuo de A. rosaeodora, obteve-se a maior atividade enzimatica no ensaio 13, com o
fungo UEA_105 (212 U/mL), onde as condicdes de cultivo foram: 24°C, 9 dias, 4,5% de nitrogénio,
6% de fosforo e 90% de umidade.
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Para o residuo de A. canelilla, obteve-se a maior atividade enzimatica no ensaio 12, com o
fungo A. brasiliensis (553 U/mL), onde as condicBes de cultivo foram: 30°C, 15 dias, 1,5% de
nitrogénio, 6% de fésforo e 70% de umidade.

Tabela 2 — Atividade enzimatica (U/mL) de lacase obtida nos experimentos de FES com os fungos
UEA 105 e Aspergillus brasiliensis cultivados em residuos de espécies do género Aniba.

A. parviflora A. rosaedora A. canelilla

Ensaio | UEA 105 | A. brasiliensis | UEA_105 | A. brasiliensis | UEA_105 | A. brasiliensis

126 + 10 124 +6,0 144 + 8,0 118 + 26 221 +5,0 146 £ 2,0

104 £ 2,0 132+ 8,0 168 + 8,0 80 +12 166 + 12 190 £ 5,0
108 £ 2,0 112+4,0 112 +6,0 64 + 30 126 +£2,0 189 + 3,0
100+0,0 120 +6,0 133+5,0 64 +12 127 +£1,0 175,7 + 32
126 + 8,0 110+4,0 89+3,0 89+9,0 142 +£4,0 147 £5,0
128 £ 0,0 123+ 9,0 87+7,0 61+7,0 151+7,0 150 £ 0,0

116 £ 6,0 113+ 1,0 110+0,0 63+5,0 139+7,0 177 + 3,0

108 + 8,0 105+9,0 108 +4,0 66 +4,0 125+1,0 325+19

125+5,0 114 + 10 111 +11 70+8,0 119+1,0 155+1,0

123+£5,0 105+5,0 84 +6,0 102 £ 2,0 115+1,0 140+ 0,0

117 +£5,0 134+2,0 130+4,0 70+0,0 114+ 2,0 204 +£18

109+ 7,0 127 +7,0 109 +5,0 31+7,0 127 +5,0 553 +3,0

110+4,0 100 + 10 212 £ 8,0 89+5,0 162 + 8,0 162 + 14

128 +£2,0 102 + 8,0 104 +8,0 92 +10 145+ 7,0 156 +6,0

(S PN [FEENG [FIEN] (Y [P (Y (PSR
olo|N|o|o|blw| N ko] PN OO AW N

119+1,0 93+9,0 93+7,0 79+11 141+ 3,0 203+7,0
124 + 10 109 + 3,0 104 +2,0 47+ 3,0 139+£5,0 268 £2,0
112+ 2,0 98 +8,0 97 +3,0 60 +12 140 + 12 142 + 10
109+1,0 116 + 8,0 111 +3,0 54+6,0 126 £ 6,0 161 +13
120+ 4,0 117 +5,0 116 + 16 41+9,0 120+ 4,0 150 + 12

Os diagramas de Pareto estdo apresentados na Figuras 1 e 2.

Ap0s a analise estatistica, observa-se que para o fungo A. brasiliensis cultivado no residuo de
preciosa, o tempo de cultivo foi a variavel estatisticamente mais significativa, e que maiores tempos
de cultivo levam aos maiores valores de atividade enzimatica. A temperatura também influenciou a
producdo da enzima de forma significativa, sendo que maiores temperaturas favorecem a producédo de
lacase. A umidade mostrou-se importante, sendo que 0s menores valores proporcionaram maiores
atividades de lacase, da mesma forma que a adicdo de nitrogénio. Ja o fosforo influenciou a producéo
de lacase de forma positiva, ou seja, maiores concentracdes desse nutriente aumentaram a atividade
enzimatica.
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Figura 1 — Diagrama de Pareto obtido para o experimento de FES realizado com o residuo de A.
canelilla e o fungo Aspergillus brasiliensis.
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Figura 2 — Diagrama de Pareto obtido para o experimento de FES realizado com o residuo de A.
rosaeodora e o fungo UEA_105.

Para o fungo UEA 105 cultivado no residuo de pau-rosa, observa-se que a umidade foi o fator
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mais importante, mas que ndo apresentou significancia estatistica. Apenas a interagdo entre os fatores

influenciaram significativamente a producgéo de lacase.

Nos demais experimentos ndo foi observada significancia estatistica (95% de confianca) para os

fatores estudados sobre a atividade de lacase.

4. CONCLUSAO

Foi possivel aproveitar o residuo solido de espécies do género Aniba para a producédo de
lacase fungica. A partir do planejamento experimental foi possivel verificar a influéncia das
variaveis Umidade, Tempo e Temperatura de Cultivo e concentragdes de N e P sobre a atividade
enzimatica. Utilizando o residuo de A. canelilla (preciosa) e o fungo A. brasiliensis foi possivel
obter o maior valor de atividade de lacase (553 U/mL).
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