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processos industriais, bem como para o préprio dia a dia da populagdo é uma das
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reutilizagdo dos residuos.

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevancia para
graduandos, alunos de pos-graduacdo, docentes e profissionais, apresentando
tematicas e metodologias diversificadas, em situagdes reais.
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RESUMO Os fungos do género Ceriporiopsis
Dom. pertencem a divisao Basidiomycota e familia
Polyporaceae. Ceriporiopsis subvermispora é
classificado como fungo da podriddo branca e
promove a deslignificagdo em algumas espécies
de madeira. C. subvermispora secreta manganés
peroxidase e lacase, enzimas ligninoliticas, que
clivam lignina. Lignina & um polimero complexo
com estrutura fendlica. Enzimas ligninoliticas
secretadas pelos fungos da podriddo branca
degradam lignina e poluentes organicos como,
corantes téxteis, pesticidas organoclorados.
Destaforma, enzimas ligninoliticas tem aplicagbes
promissoras em diversos setores, quimicos,
alimenticios, agricolas e téxtil, entre outros. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
de fontes de carbono (acetato de sodio, éleo de
soja, glicerol, farelo de trigo e glicose), fontes de
nitrogénio (peptona, nitrato de amdnio e ureia) e
indutores (sulfato de manganés, Tween 80® e
acido acético) na sintese de manganés peroxidase
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pelo Ceriporiopsis subvermispora utilizando o
Plackett-Burman. Os cultivos foram mantidos a
30°C, 100 rpm durante 20 dias. Amostras foram
retiradas no 5°, 12° e 20° dia, centrifugadas e o
sobrenadante obtido, utilizado para quantificar
a manganés peroxidase. Os resultados obtidos
foram analisados utilizando o software Statistica
7.0. Dentre as variaveis estudadas, apenas o
Mn?* influenciou negativamente a sintese da
MnP pelo Ceriporiopsis subvermispora, no 20°
dia. Entretanto, variaveis, como pH, temperatura,
velocidade de agitacdo do cultivo, concentracéo
do inéculo deverdo ser investigadas para
resultados mais completos.
PALAVRAS-CHAVE: Planejamento
experimental; enzimas ligninoliticas; tratamento
de efluente; fungos de podriddo branca.

PRODUCTION OF MANGANESE
PEROXIDASE BY CERIPORIOPSIS
SUBVERMISPORA

ABSTRACT: Ceriporiopsis Dom. is a genus of
fungi, that belongs in the Basidiomycota phila
and Polyporaceae family. The white rot fungi
Ceriporiopsis subvermispora causes a seletive
wood biodelignification. This fungus secretes
manganese peroxidase and laccase that cleaves
lignin. Lignin is a polymer with nonrepeating
and irregular phenolic structure. Ligninolytic
enzymes of the white rot fungi can degrade
lignin and organic pollutants like textile dyes
and organochlorines pesticides. In this way,
ligninolytic enzymes have potential applications in
a large number of fields, including chemical, food,
agricultural, paper, textile, sectors and more. The
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aim of this study was to investigate the influence of carbon source (sodium acetate, soy
oil, glycerol, wheat bran and glucose), nitrogen source (peptone, ammonium nitrate
and urea) and inductors (manganese sulphate, Tween 80® and acetic acid) in the
manganese peroxidase biosynthesis by Ceriporiopsis subvermispora. Experimental
design Plackett-Burman was used. The cultures were incubated at 30°C, 100 rpm for
20 days. Samples were taken at days 5°, 12° e 20°. Next, samples were centrifuged,
and the supernatant was used to determine manganese peroxidase activity. The
results obtained was analyzed by Statistica 7.0 software. The unique variable that
have influence of manganese peroxidase biosynthesis was manganese sulphate.
The Mn(ll) has a negative correlation with manganese peroxidase biosynthesis by
Ceriporiopsis subvermispora, only at 20° day. Variables like pH, temperature, agitation
and inoculum concentration should be investigated for a more complete work.
KEYWORDS: Experimental design; ligninolytic enzymes; White rot fungi; waste
treatment.

11 INTRODUGAO

Os fungos de podriddo branca pertencem a divisdo Eumycota
(fungos verdadeiros), filo Basidiomycota, classe Hymenomycetes, subclasse
Holobasidiomicetidae. Esta subclasse abriga quase todos os fungos degradadores
de madeira e alguns fungos decompositores (BURDSALL JR, 1998).

Os fungos de podridao branca constituem um grupo heterogéneo que causam
a podriddo em madeiras e troncos de arvores. Os micélios penetram na cavidade
das células e liberam enzimas ligninoliticas que decompdem o xiloma, dando
origem a uma massa branca com aspecto de espuma. O sistema enzimatico dos
fungos de podriddo branca é constituido por enzimas extracelulares ligninoliticas,
como as oxidorredutases (lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase).
Estas enzimas atuam especificamente sobre a estrutura complexa e variavel da
lignina, e de forma inespecifica sobre xenobibticos aromaticos, como pesticidas,
hidrocarbonetos poliaromaticos, bifenilas policloradas, dioxinas, trinitrotolueno e
alguns corantes téxteis (CHEN et al., 2010; ZHENG; WIANG, 2015; PERIASAMY;
NANI; AMBIKAPATHI., 2019). Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor, Ganoderma Iucidum e Ceriporiopsis subvermispora sao
algumas espécies deste grupo.

C. subvermispora é um fungo filamentoso, pertence a familia Polyporaceae
sendo encontrado em regides temperadas, como sul do Canad4, norte da América
do Norte e Europa Central (DOMINGOS et al., 2017). Lacase (Lac), manganés
peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP) e a peroxidase versatil (Pv) séo as
principais enzimas ligninoliticas produzidas pelo C. subvermispora (BILAL et al.,
2017). Destas, manganés peroxidase e lacase sdo extensivamente estudadas
(JANUSZ et al., 2013).
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Manganés peroxidases (E.C. 1.11.1.13) ou peroxidase dependente de
Mn, foi isolada pela primeira vez a partir do fungo Phanerochaete chrysosporium
(KUWAHARA et al., 1984) e posteriormente identificada em outros fungos da
degradacgéao branca. A MnP é produzida pelos fungos das familias de basidiomicetos
(Agaricales, Corticiales, Polyporales, Hymenochaetales). MnP sdo heme-proteinas
glicosiladas expressas como mudltiplas isoenzimas, dependente de H,O,, massa
molar variando de 38 a 62,5 kDa, em média 45 a 47 kDa, pl de 3 a 5 (JANUSZ et al.,
2013; SINGH et. al., 2015). A manganés peroxidase (MnP) oxida Mn?* a Mn?*, 0 Mn3*
€ altamente reativo, sendo responsavel pelas oxidacdes das estruturas fendlicas
da lignina (WONG., 2009). A ampla distribuicdo da MnP nos fungos causadores
da podridao branca, sugere fortemente que esta enzima desempenha um papel
importante na biodegradacdo da lignina. Em culturas liquidas de composicao
definida, o C. subvermispora pode secretar até onze isoenzinas de MnP, com pl na
faixa de 3,2 a 4,6, provavelmente estas isoenzimas tem diferentes necessidades
para Mn(ll) e especificidade para substratos (URZUA et al., 1995).

Asintese de MnP é regulada por fatores nutricionais, como tipo e concentracéo
da fonte de nitrogénio e carbono, proporgéo entre as fontes de carbono e nitrogénio,
presenca de indutores, Mn(ll), Cu(ll), fatores ambientais, como temperatura, pH e
tipo de agitacdo (WONG., 2009). A sintese de MnP dos fungos Nematoloma frowardii
b19 e Clitocybula dusenii b11, & estimulada quando acetato de sodio e glicose sdo
utilizados como fonte de carbono e Mn(ll) acrescido ao meio como indutor (NUSKE
et al., 2002). Urek e Pazarlioglu (2005) observaram que a suplementac¢do do meio
de cultivo com Tween 80® e Mn(ll) favoreceu a sintese de MnP pelo Phanerochaete
chrysosporium em estado sélido (UREK e PAZARLIOGLU., 2005).

Manganés peroxidase € uma enzima com aplicagcbes biotecnologicas
promissoras em diferentes industrias (Figura 1). Esta enzima pode ser empregada
na industria de alimentos para a produgcdo de aromas e clarificacdo de sucos.
Na industria de papel, seu emprego na biopolpagéo reduz o impacto ambiental,
pois diminui 0 uso de substancias quimicas e o gasto energético do processo.
O tratamento de biomasa vegetal, como residuos agroindustriais, com a MnP e
outras enzimas ligninoliticas pode ser empregado para a produgéo do etanol de 22
geragao. Outra importante aplicagdo da MnP é a biorremediagéo, sua atividade ndo
especifica sobre compostos aromaticos é de grande importancia no tratamento de
efluentes da industria téxtil, degradacéo de desreguladores enddcrinos de efluentes
domésticos e industriais e organoclorados (FALADE et al., 2018; GOWDHARY et
al., 2019). Outra aplicagdo da MnP é seu emprego em biosensores e células de
bioenergia (MACIEL; SILVA; RIBEIRO, 2010).
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Figura 1 — Aplicacées biotecnélogicas da Manganés peroxidase.

As diversas aplicagdes da MnP, tem estimulado pesquisas com o objetivo de
otimizar sua sintese em cultivo so6lido ou submerso utilizando fungos de podridéo
branca, contribuindo, assim, para a utilizagdo da MnP em processos industiais e,
consequentemente, a diminuicdo dos impactos ambientais.

O objetivo deste trabalho foi investigar, por meio do planejamento experimental
Plackett-Burman, a influéncia de diferentes fontes de carbono, nitrogénio e indutores
na sintese de manganés peroxidase utilizando o fungo Ceriporiopsis subvermispora
L1487-SS83.

21 METODOLOGIA

2.1 Manutencéo do micro-organismo

O fungo Ceriporiopsis subvermispora, cepa L1487 — SS3, foi repicado em
placas de petri, contendo o meio de manutencdo (g L'): extrato de malte (20),
extrato de levedura (2) e agar (20). As placas foram incubadas a 30°C, durante 7
dias e armazenadas a 4°C durante 15 dias (MENDES, 2008).

2.2 Inéculo

O in6culo foi preparado utilizando a metodologia descrita em Mendes (2008),
com algumas adaptacoes. Discos de 1,6 cm de didmetro foram removidos da placa
de Petri, contendo o C. subvermispora, e transferidos para dois Erlenmeyer de 250
mL contendo 50 mL do meio basal (g.L"): extrato de malte (20), extrato de levedura
(2) e dextrose (1) pH 4,5. Os Erlenmeyers foram mantidos a 30°C, 150 rpm durante 13
dias. Decorrido o tempo de incubacgéao, as células foram recuperadas e transferidas
para tubos cénicos de 50 mL contendo 30% v v'' preenchido por esferas de vidro, e o
restante, de suspensao celular. Os tubos foram agitados no vortex trés vezes de 15
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segundos, cada. A seguir, a suspenséo celular foi recuperada e a concentracao de
células e esporos presentes na suspensdao foi determinada utilizando a equacgéo 1.

~ . - massa filtro+células (mg)}-massa filtro (m,
Concentragio de células e esporos(mgm L™) = ! / 9)) fitero (mg)

(M

volume de suspensao utilizado (ml)

2.3 Sintese de manganés peroxidase utilizando o planejamento
experimental PLACKETT-BURMAN

O planejamento estatistico PB € utilizado para avaliar a influéncia relativa de
um grande numero de variaveis, selecionando os fatores mais significativos para o
processo (LEVIN et al., 2005).

O planejamento estatistico Plackett-Burman (PB) foi utilizado para avaliar a
influéncia relativa de 11 variaveis; 5 fontes de carbono (acetato de sédio, 6leo de
soja, glicerol, farelo de trigo, glicose), trés fontes de nitrogénio (peptona, nitrato de
amoénio e ureia) e 3 indutores (sulfato de manganés, Tween 80° e acido acético),
Tabela 1.

O cultivo utilizou 20 mL de meio contendo (g L™): KH,PO, (1), MgSO,.7H,0
(1), NaCl (0,05), CaCl, (0,25), e 0,5 mL de succinato de sédio 50 mmol L' pH 4,5.
A massa de in6culo utilizada foi 3,15 mg de células e esporos para cada 20 mL de
meio de cultivo. De acordo com o planejamento experimental, cada Erlenmeyer foi
acrescido de diferentes quantidades das fontes de carbono, nitrogénio e indutores
conforme apresentado na Tabela 2. Os 16 cultivos e o ponto central foram mantidos
a 30°C, 100 rpm durante 20 dias. Amostras foram retiradas no 5°, 12 ° e 20 ° dia,
centrifugadas a 5000 x g, durante 5 minutos e 10°C. O sobrenadante foi denominado
extrato enzimatico bruto e utilizado para quantificar a atividade enzimatica da MnP.

Niveis

Codigo Variaveis independentes -1 0 1
gL gL’ gL’

X, Sulfato de Manganés 0,2 1,1 2

X, Acetato de soédio 0,3 1,65 3

X, Oleo de soja 0,2 1,1 2
X, Tween 80® 0,1 0,3 0,5
X5 Glicerol 1 55 10

X, Farelo de trigo 0 2,5 5
X, Glicose 1 5,5 10

X, Peptona 0,5 2,75 5

X, Nitrato de amdnio 0,2 1,1 2
X‘0 Uréia 1 6,0 ik

X Acido acético 0,5 2,75 5

Tabela 1 — Matrix experimental para a avaliagéo dos fatores do cultivo do Ceriporiopsis
subvermispora sobre a sintese da MnP. Variaveis codificadas e decodificadas e seus
niveis codificados e respectivos valores utilizados no planejamento Plackett — Burman.
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Ensaios X X X X X X X X X X X

; 2 3 4 s 6 , 8 . o Xy
1 e S B 1 1 1 1 1 1 -1
2 1 e L S A 1 1 1 1
3 -1 1 S 1 1 4 A 1 1
4 1 1 4 A 1 I 1 -1
5 4 - 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1
6 1 -1 1 A4 - 1 4 A 1 4 A
7 -1 1 1 4 A 1 1 I
8 1 1 1 -1 1 1 -1 1 4 A 1
9 41 1 1 1 -1 1 I
10 1 4 A 1 4 A 1 1 4 A 1
11 -1 1 -1 1 -1 1 4 A 1 -1 1
12 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 4 A
13 4 A 1 1 1 I 1 1
14 1 -1 1 1 -1 1 1 4 A 1 -1
15 -1 1 1 1 S 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

PC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental Plackett-Burman para sintese de
MnP em cultivo submerso do C. subvermispora. A matriz foi gerada pelo software
STATISTICA (StatSoft 7.0).

PC= ponto central

2.4 Determinacao da atividade da manganés peroxidade

Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 yL de MnSO, 1 mmol L™, 100 pL
succinato de s6dio 20 mmol L', 100 pL de Lactato de sédio 250 mmol L', 100 pyL
de albumina 1% m v-', 500 pL do extrato enzimatico bruto, 100 pyL de vermelho fenol
0,1% m v, 50 yL de H,0, 2 mmolL". Ap6s 10 minutos, foram adicionados 50 pL de
NaOH 2,5 mmol L. A absorbancia foi obtida a 610 nm (VARET; KALSI; HATAKKA.,
1995). A atividade enzimatica da MnP foi calculada utilizando equacgéo 2 (SILVA et
al., 2014).

_1+ _ AAbsobanciaggmmx10°
MuP (U.L7") = - & x volume (mL)x Tempo (min) @

€= coeficiente de extingcdo do fenol oxidado a 610 nm= 4460 L m"' cm™!

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade da MnP dos ensaios da matriz do planejamento fatorial Placket-
Burman (Tabela 2), foi determinada no 5°, 12° e 20° dia de cultivo (Figura 2). No 5°
dia, os ensaios 6 (13,41 U.L"") e 7 (9,10 U.L") apresentaram as maiores atividades
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enzimaticas. Ja no 12° dia, os ensaios com maior atividade enzimatica foram os
ensaios 1(18,72 UL") e 6 (18,45 UL™). Finalmente, no 20° dia, os ensaios 1 (17,60
U.L'") e 3 (17,64 U.L") apresentaram as maiores atividades enzimaticas. Os ensaios
2,4,5,10, 12 e 14 apresentaram a menor atividade de MnP em todos os tempos
analisados. Por outro lado, os ensaios 1,3, 6 e 7 apresentaram as maiores atividades

enzimaticas nos tempos analisados (5°, 12° e 20° dia), Figura 2.

20
15

10

MnP (U L)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 20
Ensaios

Dia05 mDial2 mDia20

Figura 2 - Atividade enzimatica de MnP durante o cultivo do fungo C. subvermispora
utilizando o planejamento fatorial Placket-Burman.

Os dados obtidos a partir do planejamento Plackett-Burman (Figura 2),
foram tratados utilizando o programa Statistica 7®. Apenas a variavel codificada X,
sulfato de manganés, foi significativa estatisticamente. O sulfato de manganés teve
correlacdo negativa com a sintese da MnP, ou seja, o aumento da concentragédo de
sulfato de manganés no meio de cultivo diminuiu a sintese da MnP (Figura 3). O
MnSO,, na concentragdo de 1 mmol L™, induziu a sintese de MnP 750 U L™ no cultivo
do Fomes scherodermeus (PAPINUTTI e FORCHIOSSIN, 2003). De acordo com o
planejamento experimental, Tabela 1, observamos que a menor concentracéo de
sulfato de manganés utilizada neste trabalho, 0,2 g L, corresponde a 1,32 mmol
L, j& a maior concentracdo, 2 g L, corresponde a 13,2 mmol L', ou seja: uma
concentracdo 10x maior que utilizada para o fungo F. scherodermus (PAPINUTTI
e FORCHIOSSIN, 20083). Isto pode explicar o comportamento repressor do sufato
de manganés na sintese de MnP pelo C. subvermispora, no presente trabalho. A
presenca de Mn(ll) no meio de cultivo contendo o C. subvermispora é fundamental
para a secrec¢do desta enzima para o meio extracelular (MANCILA; CANESSA;
MANUBENS., 2010). Entretanto, acima de determinadas concentragées, o ion pode
inibir a secre¢éo da MnP ou inativa-la.
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Figura 3 — Diagrama de Pareto para avaliar o efeito das variaveis investigadas sobre a
sintese de manganés peroxidase pelo C. subvermispora.

Embora as outras variaveis estudadas néo influenciaram a sintese de MnP
pelo C. subvermispora, a literatura reporta a influéncia de algumas das variaveis
sobre a sintese de MnP. Urek e Pazarlioglu (2007) investigaram a influéncia do
Tween 80®, sulfato de amonia e glicerol na sintese de MnP pelo fungo Phanerochaete
chrysosporium. Tween80® 0,05 % v v-1, Mn(ll) 174 pymol L-1, glicerol 6,65 g L-1 e
nitrato de amdnio 20 mmol L-1 favoreceram a sintese de MnP. Urek e Pazarlioglu
(2007) além de utilizarem outra espécie de fungos, investigaram a influéncia das
variaveis isoladamente, o que pode explicar a disparidade dos resultados da
literatura e os reportados neste trabalho.

Temperatura, pH, velocidade de agitagdo do cultivo e concentragdo do
inéculo podem interferir na sintese de enzimas ligninoliticas, como Lac e MnP. O
pH 5,0 estimulou a sintese das enzimas lacase, MnP e LiP por Ganoderma lucidum
(HARIHARAN E NAMBISAN, 2013). De acordo com a literatura, a fonte de carbono
pode estimular ou inibir a sintese de enzimas ligninoliticas, a depender do tipo e
da sua concentragdo. Glicose, manitol, celobiose, maltose, lactose, gluconato de
sodio, avicel, carboxi-metil-celulose foram utilizadas separadamente a 10g L-1 no
cultivo do Trametes versicolor. Dentre as fontes acima, a melhor sintese de MnP, 44
U L' no 8° dia, foi detectada quando a glicose foi acrescentada ao meio de cultivo
(NIKIASHVILI et al., 2005).
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41 CONCLUSAO

O ion Mn(ll) nas concentragbes utilizadas inibiu a sintese de MnP pelo
Ceriporiopsis subvermispora no 20° dia de cultivo. Estudos adicionais utilizando,
como pH, temperatura, concentracéo de indculo e faixa de concentracéo diferentes
das empregadas contribuira para resultados mais robustos.
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