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RESUMO

O fungo basidiomiceto Lentinus crinitus (L. crinitus), encontrado em abundéncia no Brasil, ¢
conhecido por sua capacidade de degradar celulose, hemicelulose e lignina, sendo classificado
como um fungo de podriddo branca. No entanto, experimentos laboratoriais mostraram que
culturas armazenadas por longos periodos, como as usadas nesta pesquisa, tendem a diminuir a
produgdo de enzimas ligninoliticas. Nesse contexto, o estudo buscou avaliar se a exposi¢ao
controlada a compostos toxicos e recalcitrantes durante a fase de producao do indculo poderia
estimular a expressdao da lacase, uma enzima ligninolitica. Utilizando o isolado fingico L.
crinitus CCIBt 2611, que foi mantido por repiques sucessivos em meio de batata, dextrose e
agar (BDA), o inoculo foi produzido em meio BDA, bem como em meio BDA suplementado
com aguas residuais da producao de café soltivel (ARCS) e da liquefacao hidrotérmica de algas
(PLHT). Dez discos de crescimento micelial (7mm de didametro) foram inoculados em meio
liquido de Kirk, incubados estacionariamente e sob agitagao (100 rpm) por 16 dias. A cada trés
dias, foram retiradas amostras (SmL) para a determinacdo da atividade de lacase, utilizando a
oxidagdo do ABTS, além da medi¢ao do pH. Nos in6culos de BDA, BDA suplementado com
ARCS e BDA suplementado com PLHT, observou-se um pico de producao de lacase aos 9 dias,
com valores de 18,53 U/L, 18,39 U/L e 31,91 U/L, respectivamente, em cultivo estacionario.
Os extratos enzimaticos brutos apresentaram pH e temperatura otimas de 3,0 e 60 °C,
respectivamente. Os resultados indicaram que o uso de dgua residudria toxica, PLHT, como

indculo, ativou a expressao da lacase de Lentinus crinitus CCIBt 2611.

Palavras-chave: Agua residuaria; Enzima; Condigdes de cultivo; Cultura.



ABSTRACT

The basidiomycete fungus Lentinus crinitus (L. crinitus), abundantly found in Brazil, is
recognized for its ability to degrade cellulose, hemicellulose, and lignin, classifying it as a
white-rot fungus. However, laboratory experiments have revealed that cultures stored for
extended periods, such as those used in this study, tend to diminish the production of
ligninolytic enzymes. In this context, the study aimed to assess whether the addition of toxic
and recalcitrant compounds during inoculum production could stimulate the expression of
laccase, a ligninolytic enzyme. Using the fungal isolate L. crinitus CCIBt 2611, which was
maintained through successive subcultures in potato, dextrose and agar (PDA) medium, the
inoculum was produced in PDA medium, as well as in PDA medium supplemented with
wastewater from soluble coffee production (WSCP) and hydrothermal liquefaction of algae
(HLA). Ten mycelial growth discs (7mm in diameter) were inoculated into Kirk liquid medium,
incubated stationary and agitated (100 rpm) for 16 days. Every three days, samples (5SmL) were
taken for laccase activity determination, using ABTS oxidation, along with pH measurement.
In the PDA, ARCS-supplemented PDA, and HLA-supplemented PDA inocula, a peak of
laccase production was observed at day 9, with values of 18.53 U/L, 18.39 U/L, and 31.91 U/L,
respectively, in stationary cultivation. Crude enzymatic extracts exhibited optimal pH and
temperature of 3.0 and 60 °C, respectively. The results indicated that the use of toxic
wastewater, HLA, as an inoculum, activated the expression of laccase in L. crinitus CCIBt

2611, displaying similar characteristics.

Keywords: Wastewater; Enzyme; Cultivation conditions; Culture.
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1 INTRODUCAO

O fungo basidiomiceto Lentinus crinitus, amplamente distribuido no Brasil, € um fungo
causador da podriddo branca na madeira, que caracteriza-se pela produgdo de um complexo
enzimatico ligninolitico constituido por lacases, peroxidases, redutases de ferro e manganés, e
outras moléculas cataliticas que desempenham um papel fundamental na degradacdo de
componentes complexos da parede celular, como celulose, hemicelulose e lignina (Matheus;
Bononi; Machado, 2000; Ballaminut ef al, 2014; Leonowicz, 1999).

Entre as enzimas do complexo ligninolitico, destaca-se a lacase, uma enzima relevante
do ponto de vista ambiental pois pode ser utilizada no tratamento de substincias toxicas e
recalcitrantes. A lacase tem a capacidade de degradar ou transformar poluentes encontrados em
efluentes industriais, como corantes, compostos fenolicos, pesticidas e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs) (Yadav et al., 2023; Silva et al., 2015; Melo et al., 2014; Varga
etal.,2023).

A cultura de L. crinitus utilizada nessa pesquisa, vinha demosntrando diminui¢ao na
capacidade de producao de lacase apos repiques suscessivos, 0 que chamou aten¢do para a
necessidade de avaliar metodologias capazes de induzir a expressao dessa enzima.

Estudos apontam que a exposicdo de basidiomicetos ao estresse, simulando condi¢des
ambientais adversas, pode ativar a expressao génica, desencadeando respostas metabolicas que
ampliam a producao de enzimas, inclusive ligninoliticas (Maciel, 2010).

Na tentativa de minimizar o efeito da idade das culturas sobre a produgdo de enzimas
ligninoliticas, esta pesquisa investigou se a exposicdo controlada de Lentinus crinitus a
compostos toxicos e recalcitrantes durante a fase de producao do estimular a expressao da
lacase, uma enzima ligninolitica, de maneira que este estudo contribuird ndo apenas para um
entendimento mais aprofundado dos processos fisiologicos do Lentinus crinitus, mas também
para o desenvolvimento de estratégias inovadoras destinadas a otimizar a producdo dessas

enzimas em laboratdrio e para tratamentos de ambientes contaminados.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o efeito da exposicdo controlada de L. critinus a compostos toxicos e
recalcitrantes durante a fase de producdo do indculo sobre a estimulagdo da expressao

da lacase, uma enzima ligninolitica em meio Kirk modificado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a velocidade de crescimento micelial de Lentinus crinitus nos diferentes
meios solidos utilizados como in6éculo (BDA, BDA suplementado com PLHT e BDA
suplementado com ARCS);

e Avaliar o efeito dos diferentes meios solidos sobre a produgdo de lacase e pH em meio
liquido de Kirk em condi¢do estaciondria e com agitacao;

e Avaliar a produgdo da biomassa a partir dos diferentes i6culos;

e Caracterizar a atividade de lacase obtida a partir dos diferentes indculos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FUNGOS BASIDIOMICETOS E ENZIMAS DO COMPLEXO LIGNINOLITICO

Os fungos basidiomicetos causadores da podriddo branca apresentam um aparato
enzimatico ligninolitico que tem recebido muita atengdo por encontrar aplicagdo na degradacgao
de diversos compostos organicos, toxicos e recalcitrantes. As principais enzimas do complexo
ligninolitico de basidiomicetos sdo a Lignina Peroxidase (LiP, EC 1.11.1.14), Peroxidase
dependente do Manganés (MnP, EC 1.11.1.13) e Lacase (EC 1.10.3.2), além das enzimas
acessorias como a Peroxidase versatil (EC 1.11.1.16), glioxal oxidase (EC 1.2.3.5), aril 4lcool
oxidase (EC 1.1.3.7), oxalato descarboxilase (EC 4.1.1.2) e citocromo P-450 monooxygenase
(EC 1.14.14.1) (Bilal et al., 2017) além dos compostos de baixa massa molecular, que atuam
na transferéncia de elétrons do substrato para a lacase intensificando o processo de degradacao
dos compostos de interesse (Moreira; Milagres; Mussatto, 2014).

Entre as enzimas ligninoliticas destaca-se a lacase (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioxigénio
oxidoredutase) que ¢ responsavel pela oxidagao de estruturas fenolicas presentes na lignina. A
lacase ¢ uma enzima que catalisa a oxidacao de diversos substratos realizando a oxidagdo de
substratos ao radical livre correspondente ao passo que reduz oxigénio a agua (Silva, 2022;
Janusz et al., 2020; Martinkova et al., 2016; Singh; Gupta, 2020).

A inespecificidade da lacase possibilita a metabolizacdo de diversos contaminantes
organicos (Schlosser, 2020), entretanto, devido ao potencial redox relativamente baixo (< 0,8
V), em comparagdo com outras enzimas ligninoliticas, podem ter a a¢do limitada a somente
oxidacao de compostos fenolicos (Saldarriaga-Hernandez et al. 2020). A inespecificidade da
enzima lacase possibilita a metabolizagdo de diversos contaminantes organicos em aguas
residudrias (Silva, 2022). Por outra via, a adicdo de mediadores redox tem possibilitado a
ampliagdo da atividade catalitica da lacase para compostos de estrutura ndo fenélicas (Barreca
et al., 2003; Barrios-Estrada et al., 2018; Parra Guardado et al., 2019).

A produgdo de enzimas ligninoliticas pelos basidiomicetos pode ser influenciada por
fatores como a relacdo C/N, fontes de carbono de facil metabolizacdo, a¢ao de indutores
enzimaticos como o sulfato de cobre e a¢do de surfactantes como o tween 80, que combinado
com lacase, pode aumentar a oxidagao e despolimerizagdo da lignina (Huang et al., 2022). Entre
os mediadores destaca-se o tween 80, que € um surfactante que possui acidos graxos insaturados
de facil degradacdo oxidativa que favorecem a ocorréncia de peroxidag¢do lipidica e que podem

levar a maior biotransformacao dos poluentes (Hofrichter, 2002; Polak; Jarosz-Wilkolazka,
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2012). Outras moléculas como o ABTS, o corante azul de remazol brilhante (RBBR) e sulfato
de cobre sdo reconhecidos como agentes mediadores das atividades de lacases, conhecidos
como mediadores, auxiliam na oxidagao de substratos pelas lacases. Mediadores sdo pequenas
moléculas que facilitam a transferéncia de elétrons entre a enzima e o substrato, aumentando a
eficiéncia da reagdo. Varios mediadores foram identificados e utilizados em processos
mediados por lacase (Silva, 2022; Bettin et al., 2014; Cunha, 2014; Coelho et al., 2023;
Wesenberg; Kyriakides; Agathos, 2003).

As lacases tém recebido o titulo de enzima “eco-friendly” (Rodriguez-Couto, 2012;
Senthivelan; Kanagaraj; Panda, 2016) devido ao potencial de aplicagio em tratamento
ambiental de organoclorados (Coelho et al, 2019), micropoluentes (Mathur; Sanyal; Dey,
2021), efluente papeleiro (Patel ef al., 2019; Sharma ef al., 2019), efluentes contendo corantes
(Almeida; Oliveira; Souza, 2018; Coelho et al., 2020; Morales-Alvarez et al., 2016).

As lacases sdo oxidases multi-cobre que catalisam a oxidagao de uma ampla gama de
substratos organicos, tornando-as valiosas em varios processos industriais, como
branqueamento de papel de celulose, descoloracdo de téxteis e biorremediagcdo (Sondhi et al.,
2023; Bueno Nieto, 2023). Essas enzimas tém sido extensivamente estudadas pelo seu potencial
para biocatélise e biorremediacao (Cascelli et al., 2023).

Culturas de basidiomicetos armazenadas por longos periodos tem demonstrado uma
reducdo na produgdo de enzimas ligninoliticas, o que pode representar desafios para aplicagao
desses organismos em processos de biorremediagdo, em que a eficicia da enzima ¢ crucial,
conforme descrito por [joma e Tekere (2017). Essa problematica desperta a aten¢dao para a
necessidade de se explorar variados substrato, como aguas residudris, na fase de producao de

indculo para a indugdo da expressao de lacase por esses organismos.

3.2 ESTRESSE AMBIENTAL NA ATIVACAO DE GENES ENZIMATICOS DE
BASIDIOMICETOS

Os fungos demonstram notavel adaptabilidade, prosperando em uma ampla diversidade
de condi¢des ambientais, inclusive em ambientes extremos. Sua relevancia nos ecossistemas ¢
inegavel, uma vez que desempenham fungdes essenciais na decomposicao da matéria organica
e na reciclagem de nutrientes (Santello, 2023).

Quando os fungos sdo submetidos a condigdes de estresse podem iniciar um intrincado
conjunto de respostas fisiologicas, bioquimicas e genéticas para garantir sua sobrevivéncia e

crescimento que ¢ regulado por uma rede complexa de sinalizagdo intracelular, que coordena a
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ativacao de genes especificos e a expressao de proteinas adaptativas (Ferndndez-Lopez; Batista-
Garcia; Aréchiga-Carvajal, 2023), podendo ter efeitos significativos nos processos metabolicos
dos fungos que podem incluir reducdo da taxa de crescimento, fase de laténcia prolongada,
mecanismos regulatorios da biossintese de metabolitos secundarios , cessacdo metabolica e até
morte, dependendo da magnitude da mudanga ambiental (Ren et al., 2019; Gressler et al., 2021;
Watson, 2021), sdo influenciados, desenvolvendo assim diversas caracteristicas genéticas e
fisiologicas para se adaptarem as diversas condi¢cdes ambientais, incluindo temperatura, seca,
medicamentos antifiingicos, salinidade e defesas do hospedeiro, o que destaca a importancia de
compreender o impacto das mudangas ambientais no metabolismo e adaptacdo dos fungos
(Jones; Zhang; Tsai, 2023; Bazzicalupo, 2022; Rafiq et al., 2019; Bazzicalupo, 2020).

Entre os mecanismos desenvolvidos pelos fungos para resistir ao estresse ambiental
estdo as mudangas na morfologia, que emprega uma rede de sinalizagdo complexa, incluindo
estimulos mecanicos e respostas fisicas na interface hospedeiro-fingico (Jones; Zhang; Tsai,
2022), a regulacdo de atividades fisiologicas e metabdlicas, a inibi¢do de certos processos
metabolicos para conservar energia e o fortalecimento de outros processos para combater os
danos induzidos pelo estresse, sendo que genes especificos sao frequentemente induzidos como
parte da resposta ao estresse, desempenhando papéis cruciais na adaptacao dos microrganismos
(Yi et al., 2021; Wangsanut; Pongpom, 2022). Em adi¢do, a plasticidade gendmica como
poliploidia, aneuploidia e variacdo do numero de copias, em resposta ao estresse, também
podem afetar a aptiddo e a resisténcia ao estresse (Vande Zande; Zhou; Selmecki, 2023).

Podendo assim ativar genes especificos que codificam enzimas adaptativas, como
aquelas envolvidas na produgdo de solutos organicos compativeis que ajudam a manter a
pressdo osmotica da célula, o que evita a desidratagdo da célula em ambientes secos ou
salinos. Além disso, os fungos podem reprimir genes ndo essenciais e redirecionar recursos para
a producdo de moléculas que conferem vantagens adaptativas (Probst et al., 2023; Lin et al.,

2021).

3.3 MANUTENCAO DA EXPRESSAO DE ENZIMAS POR FUNGOS

Para manter a integridade estrutural das células microbianas sob condigdes estressantes,
uma estratégia comum ¢ a adaptagdo da composi¢do e das propriedades da membrana celular,
sendo crucial para a sua sobrevivéncia, sendo que a exposicdo a estresses moderados pode
induzir tolerdncia ao estresse, melhorando a resisténcia dos microrganismos a disturbios

futuros. (O’neal ef al., 2022; Dhiman; Gnimpieba; Gadhamshetty, 2023).
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A manutencdo da homeostase celular ¢ crucial para a sobrevivéncia dos fungos
basidiomicetos em ambientes desafiadores. Este processo inerente engloba a sutil regulacdo dos
niveis i6nicos, do pH intracelular e da concentracao de solutos, a fim de proteger a célula contra
os riscos de desidratacdo ou até mesmo lise celular. Os fungos basidiomicetos ativamente
ajustam as concentra¢des de ions, como calcio, potassio e sddio, para preservar o equilibrio
eletrolitico e garantir a funcionalidade celular diante de desafios extremos. Esse esfor¢o
bioquimico reflete a habilidade da célula em manter a ordem, independentemente das condi¢des
adversas do ambiente circundante (Fernando et al., 2023).

Os fungos basidiomicetos apresentam uma notavel capacidade de ajustar a composi¢ao
de acidos graxos em suas membranas celulares em resposta a condigdes ambientais extremas.
Esse mecanismo adaptativo € crucial para manter a fluidez e estabilidade da membrana,
conferindo resisténcia a temperaturas extremas e pressdes osmoticas. A flexibilidade na
composi¢ao de acidos graxos permite a preservacao da funcionalidade celular, evitando rigidez
em baixas temperaturas e refor¢cando a estabilidade em altas temperaturas, assegurando, assim,
a homeostase e a integridade celular em ambientes desafiadores (Barisch; Holthuis; Cosentino,
2023).

As restrigdes de nutrientes desempenham um papel na promogao de variagdes genéticas
em fungos, uma vez que as condi¢des nutricionalmente limitantes submetem as cepas a pressoes
seletivas recorrentes, resultando em rearranjos gendmicos, como as variagdes no numero de
copias (CNVs) (Vakirlis et al., 2016).

Fungos extremofilicos sdo recursos genéticos promissores para a biotecnologia devido
a sua capacidade de prosperar em ambientes extremos (Orosz, 2018) devido a ocorréncia de
genes que conferem resisténcia ao estresse abiotico, tornando-os valiosos para melhorar a
tolerancia das culturas (Lv et al., 2020).

O sistema de reparo do DNA em fungos basidiomicetos desempenha um papel crucial
na manuten¢do da estabilidade gendmica e na prevencdo de mutacdes danosas em ambientes
extremos. Ele reconhece e corrige diversos danos no DNA causados por fatores como radiagao,
variagdes de temperatura, agentes quimicos e espécies reativas de oxigénio. Os procedimentos
de reparo envolvem a remogao e substituicdo das regidoes danificadas do DNA, garantindo a
integridade da informacao genética e impedindo modificagdes indesejadas. Essa capacidade ¢
essencial para a sobrevivéncia dos fungos em condic¢des desafiadoras (Haser et al., 2023; Durut
etal.,2023).

Os fungos basidiomicetos tém a capacidade de se adaptar a condigdes extremas, o que

¢ importante tanto para a compreensao biologica quanto para aplicagdes biotecnologicas. Este
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conhecimento pode ser utilizado para otimizar processos industriais, como producdo de
enzimas em larga escala, biodegradagdo de poluentes ambientais e tratamento de residuos
organicos. Esses fungos sobrevivem em ambientes agressivos, incluindo solo contaminado com
elementos radioativos. Por exemplo, observou-se que o basidiomiceto Schizophyllum commune
sobrevive no solo sob condigdes ambientais hostis na Zona de Exclusdo de Chernobyl. A
compreensdo dos mecanismos subjacentes a adaptagdo dos fungos basidiomicetos a condi¢des
extremas pode fornecer informagdes valiosas para estas aplicagdes biotecnoldgicas e contribuir
para o desenvolvimento de processos mais eficientes e sustentaveis (Traxler ef al., 2021; Zhang

et al., 2023).

3.4 LENTINUS CRINITUS

Lentinus crinitus ¢ um cogumelo que se insere na classificagdo taxondémica do reino
Fungi, divisdo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Polyporales, familia
Polyporaceae. A familia Polyporaceae inclui uma grande variedade de fungos que
desempenham um importante papel ecologico na decomposi¢do da madeira e na reciclagem de
nutrientes (Silva Neto, 2019; Dos Santos Filho, 2023).

Lentinus  crinitus ¢ um fungo basidiomiceto saprofitico de ocorréncia
pantropical. Produz corpos frutiferos comestiveis com aplicagdes medicinais, nutricionais e
biotecnoldgicas, cujos corpos frutiferos possuem atividades antioxidantes, antifiingicas,
antibacterianas, antivirais e anticancerigenas (Dos Santos Filho, 2023). Essa espécie ocorre
abundantemente no Brasil e ¢ frequentemente encontrada em associagdo com troncos em estado
de decomposigdo, sendo essencial na reciclagem de matéria organica em ambientes naturais.
No entanto, o que o torna ainda mais interessante ¢ sua notavel versatilidade na degradacgdo de
diferentes tipos de substratos como; hidrocarbonetos aromadticos, compostos bifenilicos e
residuos oriundos de industrias téxteis, papel e celulose, o que o torna um candidato valioso
para em processos de restauracao ambiental e tratamento de residuos industriais (Putzke, 2002;
Aust, 1990; Barr et al., 1994).

O potencial de L. crinitus CCIBT 2611 em degradar corantes azdicos vermelho congo
foi indicado por estudos in silico e in vivo, confirmando-se a relevancia da lacase nesse processo
(Coelho et al., 2020; Coelho et al., 2023). A biomassa micelial de L. crinitus U9-1, cultivada
sob diferentes condigdes de luz apresentou alteragdes na composi¢do quimica, atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana (Halabura, 2023) e tem sido utilizado para a sintese

bioldgica de nanoparticulas de prata, que demonstraram atividade antimicrobiana contra
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Candida tropicalis (Da Silva
Magalhaes, 2022).

Lentinus crinitus CCMB 553, e U9-1 produzem enzimas como lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase (De Aratjo Conceicdo et al., 2017; Marim et al., 2020) ¢
tem capacidade de degradar lignina, com indicac¢do de bioconversdo de residuos agroindustriais
(Valle, 2014). Segundo Santana (2018), L. crinitus ¢ capaz de detectar luz e utilizd-la como
fonte de informagao sobre o meio ambiente, o que pode levar a novos processos de obtencao
de enzimas de interesse biotecnologico. Estudo realizado por Machri Colla (2020) identificou
condicdes ideais para induzir a producdo de lacase em L. crinitus, incluindo concentragdes

variadas de nitrogénio e adi¢do de cobre e compostos fendlicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Todos os experimentos foram realizados no laboratério de microbiologia do centro de

desenvolvimento sustentavel do semiarido — CDSA, da UFCG.

4.2 BASIDIOMICETO - INOCULO

Lentinus critinus estd depositado na Cole¢do de Cultura de Algas, Cianobactérias e
Fungos (CCIBt) do Instituto de Pesquisas Ambientais (IPA), da Secretaria de Meio Ambiente,
Infraestrutura e Logica do Estado de Sao Paulo, sob a numeragao 2611. O isolado foi mantido
por repiques sucessivos em BDA (batata, dextrose e agar, cuja composicao estd apresentada na
Tabela 1) a 28°+ 2 C durante 7 dias. Um (1) disco (0,7 mm de diametro) de crescimento micelial

foi utilizado como in6culo.

4.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIO SOLIDO

O crescimento radial de Lentinus crinitus foi avaliado em meios BDA e BDA
suplementado com agua residudria do café soltivel (ARCS) (10%) (v:v) e agua residudria pds
liquefacao hidrotérmica de algas (PLHT) (10%) (v:v) esterilizados por via timida a 1 atm, 121
°C por 20 min. A velocidade média micelial foi determinada pela razao entre o raio de uma
placa de Petri e o tempo (dias). A PLHT foi cedida pela Profa. Dra. Giovana Tommaso (FZEA)
/ USP) essa 4agua residudria ¢ gerada como subproduto do processo de liquefagdo hidrotermal e
contém uma variedade de compostos organicos e inorganicos, bem como nutrientes, como
nitrogénio e fosforo. A composi¢ao da dgua residuaria pode variar dependendo das condi¢des
de operagdao do processo de liquefagao hidrotermal e das caracteristicas da biomassa de algas
utilizada segundo (Quispe-Arpasi, 2018) apresenta aluminio (3,9 mg/L), cobre (0,6 mg/L),
selénio (11,7 mg/L) e zinco (1,3 mg/L), sédio (2254 mg/L) e potassio (3400 mg/L) e
compostos N-heterociclicos (3-dimetilamino-fenol; 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona; 2,6-
dimetil-3-piridinol; 2-picolina; piridina; 1-metil-2-pirrolidinona; oc-valerolactama; 2-
pirrolidinona; e-caprolactama). A ARCS foi cedida pela empresa Cocam a Cocam Cia —

Catanduva, SP. Sendo um subproduto de operagdes como lavagem, descasque e remogao de
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mucilagem, que envolvem o uso de 4gua e a adicdo de varios residuos, a ARCS sdo
caracterizadas por solidos suspensos e altas concentragdes de matéria orginica soluvel,
Demanda Biolégica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). As adguas
residuais contém misturas complexas de macromoléculas organicas. Além disso, as aguas
residuais da producdo de café¢ solivel contém compostos organicos volateis, lignina,
polissacarideos, taninos e polifendis, melanoidinas, alcaloides, bem como acidos clorogénicos,
acido 5-cafeilquimico, um isomero do 4cido clorogénico, cafeina, acido clorogénico e acido
caféico. E importante salientar que a presenca dessas substincias na ARCS, quando descartada
no meio ambiente, pode representar um desafio significativo para a degradagdo natural da
matéria organica associada (Silva, 2022; Vignoli; Bassoli; Benassi, 2011; Novita, 2016; Vignoli
et al. 2014; Manchon et al., 2013; Magalhaes et al.,2016).

A velocidade do crescimento micelial foi realizada pelo célculo de velocidade de crescimento,
sendo que, o diametro da colonia esta em cm, e o tempo em dias.

_Df —Di Eq. (01
V_Tf—Ti q. (01)

Em que: V = velocidade de crescimento
Df = diametro final da colonia

Di = diametro inicial da colonia

Tf = tempo final

Ti = tempo inicial

4.4 PRODUCAO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO DE LENTINUS
CRINITUS EM MEIO LIQUIDO

Foi realizada em meio de Kirk modificado (Moreira; Milagres; Mussatto, 2014), descrito na
Tabela 2. Frascos com capacidade de 600mL, contendo 200 mL de meio de cultura de Kirk
modificado previamente esterilizado, ¢ inoculado, conforme descrito no item 3.4.2, foram
incubados por 16 dias a 28°C em condicdo estaciondria e em mesa agitadora a 100 rpm. A cada

3 dias foram retiradas aliquotas de SmL para avaliagdo.
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4.5 MEIOS DE CULTURA

Todos os meios de cultura foramesterilizados por via umida por 20 min a 121°C e 1 atm.

4.5.1 Meio BDA

A composi¢ao do meio BDA (batata 200 g.L-1, dextrose e agar) esta descrita na Tabela
1. Para preparar o meio de cultura, as batatas foram descascadas, cortadas, cozidas em agua
destilada e filtradas. Ao caldo filtrado foram adicionados o 4gar, a dextrose e a dgua destilada
até completar 1000 mL. O meio foi esterilizado por via imida, € em ambiente asséptico, sendo
vertido em placas de Petri, previamente esterilizada e apo6s solidificacdo realizou-se a
inoculacdo de um disco (7 mm) de crescimento do fungo Lentinus crinitus CCIBt 2611, no

centro da placa.
4.5.2 Meios BDA suplementados com 10% de PLHT ou ARCS

Foram preparados conforme indicado para o meio BDA substituindo-se 10% do volume

de agua por PLHT ou ARCS.

Tabela 1 - Composi¢do do meio de cultivo BDA.

Componente  Quantidade

Batata 200,0g
Dextrose 20,0g
Agar 20,0g

Agua destilada 1,0L
(9.5.p)

Fonte: Fahim (1966).

4.5.3 Meio de Kirk modificado

A composi¢ao do meio de cultura esta apresentada na Tabela 2. Os componentes do
meio de foram adicionados em Erlenmeyer, o pH foi ajustado para 6,0. Fragdes de 200 mL que
foram adicionadas a erlenmeyers com capacidade de 600 mL, tampados com tampao de algodao
e esterilizados por via umida. Para o cultivo do Lentinus citrinus em meio liquido, foram
adicionados 5 discos (7 mm de didmetro) a cada 100 mL de meio liquido, para os diferentes

tipos de cultivo do fungo, os ensaios foram realizados em triplicatas.



23

Tabela 2 - Composi¢ao do Meio Kirk Modificado.

Componente Concentracao
Glicose 5¢g
Extrato de levedura 2g
KH2PO4 02¢g
MgS0O4 7TH20 0,05¢g
CaCl2 2H20 0,013 g
MnSO4 H20 0,016 g
CuSO4 5H20 0,2 mM

Agua destilada 1,0L (g.s.p)

Fonte: Moreira (2021).

4.6 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

Ap6s 16 dias de cultivo em meio liquido de Kirk modificado, a biomassa (fase solida)
foi separada da fase liquida por meio de filtracdo, em papel de filtro, previamente seco até a
massa constante. A fase solida foi utilizada para determinagao da biomassa e a fase liquida sera

utilizada para determinagdo da atividade de lacase, e pH.
4.7 QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

Biomassa (g) retida no papel de filtro foi realizada pela medida de biomassa seca apds

secagem a 105 °C, por 24 horas.
4.8 ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

Foi determinada pela oxidacdo do 2,2-azinobis-(3- etilbenzotiazolino-6-sulfonato)
(ABTS) a 420nm (&= 36.000 M-1 cm-1) em tampao acetato de sddio 0,1 M, pH 4,8 por 8
minutos., na auséncia de H202, de acordo com Ballaminut et al., (2014) (Tabela 3). Uma
unidade enzimatica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 pMol de substrato

por minuto.



24

Tabela 3 - Concentracao da mistura de reacao para determinagao da atividade enzimatica

Meio Reacional Volume
Tampao acetato de sodio (100) 450 uL
ABTS (5) 150 uL

Extrato Enzimatico 900uL

Fonte: Ballaminut (2014).
4.9 DETERMINACAO DO PH

Foi realizada por meio de pHmetro digital.

4.10 CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE DE LACASE DO EXTRATO BRUTO

O extrato bruto obtido no pico de produgdo foi caracterizado i. Determinacio do pH
dtimo: foi feita por meio da incubagdo de 1mL de extrato enzimatico em presenga de ImL de
solucao tamponante Mcllvaine (Mcllvaine, 1921), na faixa de pH de 2,2 a 7,0; ii. Determinagdo
da temperatura otima: foi determinada pela incubagdo do extrato em banho-maria nas

temperaturas de 30° a 90°C por 5 min, seguido de determinagao da atividade residual.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CRESCIMENTO MICELIAL

A cultura de L. crinitus utilizada nessa pesquisa, vinha demosntrando diminui¢ao na
capacidade de producdo de lacase apos repiques suscessivos, 0 que chamou ateng¢do para a
necessidade de avaliar metodologias capazes de induzir a expressdo dessa enzima. Diante
disso, o perfil do crescimento micelial de Lentinus crinitus em meio so6lido BDA, BDA
adicionado de ARCS e BDA adicionado de PLHT foi estudado (Figural).

No escopo do presente estudo, os ensaios que incorporaram aguas residuais (ARCS e
PLHT) em uma concentracdo de 10% resultaram em um crescimento mais moderado, porém
acompanhado de uma maior densidade micelial. Os valores médios de crescimento ap6s 4 dias
foi de 21,8, cm?, 14,8 cm?, e 3,1 cm?, para BDA, ARCS e PLHT, respectivamente, obtendo
assim uma velocidade de crescimento micelial de 1,1 cm/ dia, 0,78 cm/dia e 0,40 cm/dia dia
para os ensaios com BDA, ARCS e PLHT. Apesar da velocidade de crescimento micelial ter
sido menor na presenga de aguas residudrias toxicas, nota-se que L. crinitus foi capaz de ocupar
toda a placa (5 dias para ARCS e 10 dias para PLHT) (Figura 2), provavelmente pelo uso de
suas capacidades adaptativas para detoxificar ambientes, conforme descrito por Coelho et al.,
(2023) para a degradacao do corante vemelho congo.

E digno de nota que o crescimento micelial foi concomitantemente associado a uma
descoloracao das aguas residuarias presentes nos meios de cultura das placas de Petri.

No estudo de Silva (2022), foi observado um notavel aumento da densidade micelial do
Pleurotus ostreatus em BDA suplementado com 10% de ARCS ao longo de 5 dias de cultivo.
Linhares Neto (2023), ao realizar testes de tolerdncia com o mesmo basidiomiceto, constatou
um crescimento total em placas de Petri apds 12 dias de cultivo em BDA suplementado com

10% de PLHT.
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Grafico 1 - Perfil do crescimento micelial de Lentinus crinitus em meio s6lido BDA (A),
BDA adicionado de PLHT ( ®e BDA adicionado de ARCS (*). Os limites inferior e superior
indicam desvio padrao.
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Fonte: Autor (2023).

Silva (2022) sugere que concentracdes baixas de ARCS podem servir como um
suplemento nutricional benéfico para o crescimento do basidiomiceto, enquanto concentracdes
mais elevadas podem resultar na inibicdo do crescimento micelial. Linhares Neto (2023)
corrobora essas observagdes ao relatar que a concentragdo de 20% de PLHT retardou o
crescimento micelial do P. ostreatus. Essas descobertas ressaltam a importancia da dosagem
adequada de aguas residuais como um fator critico no cultivo bem-sucedido do Pleurotus

ostreatus.
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Figura 1 - Andlise visual do crescimento micelial da inoculagdo do L. crinitus em BDA ¢ BDA suplementado de 4gua residuéria (ARCS e
PLHT).

Dia 5

QO

Fonte: Autor (2023).
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5.2 EXTRATO ENZIMATICO DO MEIO DE CULTIVO LIQUIDO

Independentemente da forma de cultivo (agitado e/ou estaciondria), L. crinitus
apresentou producdo de lacase com os trés diferentes indculos, atingindo o pico de atividade
enzimatica aos 9 dias de cultivo. Em condi¢des de agitacdo, registrou-se uma producao de
atividade de lacase de 12,3 U//L, 11,0 U/L e 27,3 U/L em BDA e suplementado com ARCS,
PLHT, respectivamente. Em condi¢do estacionaria, observou-se a mais expressiva producao
enzimatica para todos os indculos avaliados alcancando valores de 18,5, 18,3 ¢ 31,9 (U/L) em

BDA e suplementado com ARCS, PLHT, respectivamente (Figura 3).

Grafico 2 - Perfil produgdo de lacase por L. crinitus, a partir dos diferentes indculos, BDA,
BDA adicionado de ARCS e BDA adicionado de PLHT, em meio Kirk modificado com
agitacao (100 rpm) e em modo estaciondrio. Os limites inferior e superior indicam desvio
padrao.
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Fonte: Autor (2023).

O perfil de pH (Figura 4) foi semelhante entre todos os indculos analisados, sendo que
conforme a atividade de lacase aumenta, observou-se um decréscimo dos valores de pH, até o
décimo segundo dia, quando o pH passa a aumentar, observou-se aumento de pH a partir do
decimo segundo dia d cultimo, como relatado por Moreira (2021), que utilizou o basidominceto
P. ostatrus em seu estudo.

Os valores de pH do extrato enzimético, neste estudo, exibiram variagdes durante o
periodo estudado, na condicdo estaciondria, oscilando de pH 6 para cerca de 4,0 em todos os

ensaios apos 12 dias de cultivo, e com agitagado, a oscilagao do pH foi de 6 para 4,8, 5,3 ¢ 4,4
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no BDA, PLHT e ARCS, respectivamente (Figura 3). A observagdo desta redugdo no pH alinha-
se com achados em diversas espécies de fungos, como Mortierella elasson (Lisov et al., 2021),
Myrothecium roridum (Renfeld et al., 2023), Lentinus crinitus (Marim et al., 2018) e
Penicillium pinophilum (Dhakar et al., 2014). Esses estudos sublinham a marcante influéncia
do pH na produgdo de lacase.

A decrescente acidez durante a produgdo de lacase por fungos pode ser atribuida a
clivagem de compostos aliciclicos e aromaticos, resultando na formag¢do de 4cidos organicos
por meio do metabolismo fungico, enquanto a elevacdo do pH sugere a possibilidade de
producdo de substancias alcalinas ou a utilizacdo de nutrientes que impactam no equilibrio
acido-base (Renfeld et al 2022; Unuofin, Okoh, Nwodo, 2019)).

De acordo com Tinoco-Valencia et al., (2014), ¢ possivel concluir que altas taxas de
cisalhamento sao prejudiciais para a produgdo de lacase por fungos filamentosos. Em seu
estudo, a atividade maxima da lacase foi observada quando a cultura foi realizada com baixa
taxa de agitagao.

A variagdo da producdo de lacase a partir dos trés indculos utilizados pode ser
interpretada como uma resposta adaptativa as fontes de nutrientes presentes nos indculos,
demonstrando a complexidade das relagdes metabdlicas subjacentes a producao de lacase.

A anélise das condi¢des de cultivo, especialmente quando se compara o cultivo agitado
com o cultivo estaciondrio, revela uma resposta diferente do fungo as diferentes condi¢des. O
aumento na producgao de lacase em condigdes estacionarias, notadamente no inoculo com PLHT
(Figura 4), sugere uma adaptacao eficaz a ambientes de baixa agitacdo, em que a transferéncia
de massa e a disponibilidade de oxigénio desempenham papéis diferenciados na regulagao da
producdo enzimatica.

Esses achados, contextualizados dentro do vasto campo de estudos sobre producao de
enzimas por fungos basidiomicetos, fornecem insights valiosos para a otimizacao de processos
de produgdo de lacase. A compreensdo aprofundada desses fendmenos € essencial para
aplicagdes industriais sustentaveis, como a biodegradacdo de poluentes e a produgdo de

biocatalisadores.
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Grafico 3 - Perfil de pH e produgdo de lacase por L. crinitus, a partir dos diferentes inoculos,

BDA (A), BDA adicionado de ARCS (B) e BDA adicionado de PLHT (C), em meio Kirk

modificado com agitagdo (100 rpm) e em modo estacionario. Os limites inferior e superior

25

-
w

A agltagdo

—
Q@

Atlvidade de lacase (U/L)
A estaclondrio

25

Atividade de lacase (U/L)
A estacionario

5
0
C 35
30
=) 25
(=
<D
SE®
S22 a4 15
g
=
= 10
s
0

indicam desvio padrao.

TTe= ———— - ~H

A S e
It = et
\ ; -------- 7 N\
N ~
------- Y \\\
& . =
‘~\\ ""' \‘h‘
-4 — N
— .
A
1 2 3 4 5
Retiradas

M T - -1
R E R [P
A T
A
S S
T A
A
A
....... 4
- 1
----- b
]
ﬁ kY -
e JAY -
., - ALY -
4 e — .
3
t"' rd ‘\ "‘ ’I
‘1 ‘,‘ “ I‘ r
‘l rd LY |‘ L
s P % 4
r g LYY ’
VA L s
S L .
I ,- LY r
e Y .
. 3
» |‘ r
A LY
. N - -
A ---l----—"" R Y
iy \
“~Eho. LAY
_____ LY
= " _--E
bt L Y -
~e_ %y P
~3N L
R
. -A
A
1 2 3 4 5
Retiradas

Fonte: Autor (2023).

pH

o estaclonario

= agitacfio

2

[#)]
pH
0 estacionario

» agitacio



30

Para os trés indculos avaliados a maior produgdo de lacase ocorreu em condigdo
estacionaria (Figura 5), sendo a melhor producao obtidas com inoéculo de PLHT, com valores
médios de 31,91 (U/L). Para os indculos em BDA e em ARCS os picos de producdo foram de
18,53 e de 18,39 (U/L) respectivamente. A maior produgdo em meio cotendo indculo de PLHT, pode

ter sido enduzida pelos componentes residuais presentes no indculo.

Grafico 4 - Perfil de producao de lacase por L. crinitus em condigdo estaciondaria. Os limites
inferior e superior indicam desvio padrao.
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Fonte: Autor (2023).

A quantificacdo da biomassa seca determinada apos 16 dias de cultivo (Figura 6) mostra
que o fungo produziu mais biomassa com indculos preparados com dguas residuarias, com
valores mais altos em condi¢ao estacionaria. Para o indculo de meio BDA verificou-se valores
de biomassa de 0,01 g/200 mL e 0,03g/200 mL com agitagdo ¢ em condicdo estaciondria,
respectivamente. Para o indculo como ARCS os valores de biomassa seca foram de 0,4 g/200
mL e 0,58 g/200 mL com agita¢do e em condi¢do estaciondria, respectivamente. Para o indculo
com PLHT a biomassa seca foi de 0,43 g/200 mL e 0,48 g/200 mL com agitacao e em condi¢do
estaciondria, respectivamente (Figura 6). Nesse sentido, nota-se que as aguas residuarias
surgem como valiosas fontes nutricionais para o crescimento fingico, conforme destacado por

Silva (2022), quando avaliou o crescimento de P. ostreatus em ARCS (10 %) em meio solido.
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A eficiéncia na produg¢do de biomassa de basidiomicetos P. ostreatus M2140, T. harzianum
CBS 226.95 e T. versicolor M9912 na presenca de agua residudria de cervejaria também foi
relatada Hultberg e Bodin (2017).

Como destacado por Linhares Neto (2023), este estudo também ressalta a importancia

de valorar-se a PLHT para a produc¢do de biomassa e enzimas ligninoliticas, como a lacase.

Griéfico 5 - Biomassa seca nos cultivos de L. crinitus produzida em meio liquido den Kirk
modificado com meio BDA, BDA adicionado de ARCS e BDA adicionado de PLHT em
cultivo estacionario e com agitacdo de 100 rpm. Os limites inferior e superior indicam desvio
padrao.
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Fonte: Autor (2023).

A andlise dos extratos enzimaticos provenientes de diferentes inoculos obtidos em
cultivo estaciondrio (Figura 7) revela perfis de temperatura e pH 6timos semelhantes para todos
os inoculos, com temperatura 6tima de 60°C, enquanto observa-se uma ligeira variagdo nos pH
6timos, sendo 2,2 para os in6culos BDA e ARCS, enquanto para o indculo PLHT o pH 6timo
situa-se entre 2,2 e 3,0. Essa pequena variagao nos valores de pH 6timo ndo sdo suficientes para
caracterizar a ocorrenica de producao de isoenzimas diante do uso de diferentes inoclos.

Coelho et al. (2023) discutem em sua pesquisa que os extratos de lacase obtidos a partir
da mesma cultura utilizada nest pesquisa, apresentaram temperatura e pH 6timos de 50°C e 3,0,
respectivamente, quando produizida em fermentagdo semisolida constituida de casca de

amendoim.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8185-9#auth-M_-Hultberg-Aff1
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-017-8185-9#auth-H_-Bodin-Aff2
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Para a lacase do basidiomiceto Oudemansiella canarii, conforme relatado por Buzzo
(2018), os resultados indicam um pH 6timo de 4,0 e uma temperatura 6tima de 50°C. Dessa
forma, a comparagao desses dados destaca a diversidade nos parametros 6timos de temperatura
e pH entre diferentes fungos produtores de lacase. Sun ef al., destaca que O pH ideal para a
lacase ¢ 2,2 e a faixa de temperatura ideal ¢ 55-65 °C para lacase produzida pelo fungo
Gymnopus luxurian. Portato, os valores de temperatura e pH 6timos verificados nesta pesquisa

estdo de acordo com o esperado para lacases de fungos basidiomicetos.

Grafico 6 - Temperatura (A) e pH (B) 6timos das atividades de lacase dos extratos
enzimaticos obtidos a partir dos diferentes inoculos.
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6 CONCLUSOES

e A adicdo de aguas residuraias na fase de produ¢ao de indculo diminuiu a velocidade de
crescimento de L. crinitus, com aumento da densidade micelial.

e A presenca das dguas residudrias no indculo funcionaram como fonte de nutrientes para
a produgao de biomassa.

e A maior produgdo de enzima, ocorreu em condi¢do estacionaria, utilizando o inéculo
contendo PLHT, indicando que esta dgua residudria altamente toxica ativou a
expressao da lacase de Lentinus crinitus CCIBt 2611.
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