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RESUMO

No presente trabalho a produgédo de manganés peroxidase (MnP) pelas bactérias
Bacillus pumilus e Paenibacillus sp. foi estudada na auséncia e presenca de indutores. As
cinéticas de producdo enzimatica mostraram que a utilizacdo de indulina AT no meio de
cultivo de B. pumilus aumentou a atividade da MnP, propiciando 31,66 U/L apds 8 h,
enquanto a utilizagdo de indutores no meio de cultivo de Paenibacillus sp. ndo causou
aumento da MnP, e a cultura sem a presenca de indutores apresentou atividade da MnP
de 12,33 U/L, apds 20 h. As MnPs produzidas por estes microrganismos foram purificadas
em resina Fenil Sepharose e as proteinas de ambos os caldos brutos foram eluidas em
duas fracdes, porém apenas as primeiras fracdes apresentaram atividade para a enzima.
Ensaios a diferentes valores de pH e temperatura, de pH 5,0 a pH 10,0 e 25 °C a 60 °C
foram realizados com as MnPs purificadas para verificar as condigbes 6timas de atuacao
das enzimas. Para a MnP de B. pumilus a maxima atividade foi de 4,3 U/L a pH 8,0 e 25
°C, enquanto para a MnP de Paenibacillus sp. a maxima atividade foi de 11,74 U/L a pH
9,0 e 45 °C. Através de eletroforese SDS-PAGE, verificou-se que a massa molar da MnP
purificada de B. pumilus foi de 25 kDa e de Paenibacillus sp. foi de 40 kDa. As bactérias
foram aplicadas separadamente em efluente da industria papeleira com pH corrigido para
pH 7,0, 9,0 e 11,0, para verificagdo da remogao da cor e da DQO. As remogdes da cor
real e DQO em pH 9,0 foram respectivamente de 41,87% e 22,08% apds o tratamento
com B. pumilus e 42,30% e 22,89% apos tratamento com Paenibacillus sp., ambos de 48
h de tratamento. Para verificar as massas molares dos compostos presentes no efluente
nao tratado e tratado, foi utilizada cromatografia de permeagao em gel. Pode-se verificar
que houve diminuicdo dos compostos responsaveis pela cor do efluente da industria

papeleira.
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ABSTRACT

The production of manganese peroxidase (MnP) from Bacillus pumilus and
Paenibacillus sp. was studied under absence and presence of inducers. The enzymatic
production showed that indulin AT increased the MnP activity in the B. pumilus culture
medium up to 31.66 U/L after 8 h, while the inducers did not provide changes in the MnP
activity in the Paenibacillus sp. culture medium, which reached maximum activity of 12.22
U/L after 20 h. The MnPs produced by these microorganisms were purified in Fenil
Sepharose resin and proteins from both crude enzymes eluted two fractions, however only
the first ones exhibited MnP activity. Tests in different pH and temperature values, from pH
5.0 to pH 10.0 and 30 °C to 60 °C, respectively, were accomplished with purified MnP to
verify the optimum conditions for maximum activity. For MnP activity from B. pumilus the
maximum activity was 4.3 U/L in pH 8.0 at 25 °C and for MnP activity from Paenibacillus
sp. the maximum activity was 11.74 U/L in pH 9.0 at 45 °C. The molar masses determined
by SDS-PAGE gel eletrophoresis were 25 kDa for the purified enzyme from B. pumilus
and 40 kDa for purified enzyme from Paenibacillus sp. The bacteria were applied to the
paper industry effluent to investigate the colour remotion. Inoculum were individually
applied in effluent with corrected pH to 7.0, 9.0 and 11.0. After the effluent treatment with
microorganisms, tests were carried out to verify the real colour and COD remotion. The
real colour and COD remotion in pH 9.0 effluent were respectively 41.87% and 22.08%
after B. pumilus treatment and 42.30% and 22.89% after Paenibacillus sp. treatment, both
of 48 h. Gel permeation chromatography was used to verify the molar masses of
compounds present in the non-treated and treated effluent, showing a decrease in the

compounds responsible for the paper industry effluent colour.
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1. INTRODUCAO

A industria de polpa e papel esta em face de novas mudancas e adequacgdes a
regulamentagbes ambientais, competicdo global e novas demandas de marketing, que
estdo modificando sua tecnologia de produgédo e processos. As enzimas estdo entre as
ferramentas que poderao ajudar as industrias a alcangar novas metas (SIIKA-AHO et al.,
2001).

O numero de aplicagdes industriais de enzimas na polpa e manufatura do papel
tem crescido constantemente, e varias tém alcangcado ou estdo em vias de uso comercial.
Essas incluem o uso de xilanases no branqueamento da polpa, a deslignificagdo com
enzimas oxidativas, recuperagao de energia de refino com celulases, a redugao do piche
com lipases, melhora da drenagem com celulases e hemicelulases, bem como controle
enzimatico de gomas da maquina de papel (SIIKA-AHO et al., 2001).

Embora enzimas que atuem sobre os componentes principais da madeira, tais
como celulose e hemicelulose sejam bem conhecidas, estas atuam indiretamente sobre o
branqueamento, e a enzimologia de ligninas e extrativos é ainda pouco conhecida e
explorada. Oxidases, peroxidases, desidrogenases e enzimas geradoras de peroxido de
hidrogénio sdao as principais enzimas responsaveis pela deslignificagdo, apresentando
efeito direto sobre o branqueameto. Devido aos resultados promissores no
branqueamento da polpa kraft, lacases e peroxidases dependentes de manganés tém
sido estudadas.

A industria de polpa e papel produz efluentes com altas DBO (Demanda Biologica
de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio). Um dos problemas especificos que
ainda nao foram resolvidos é a forte cor marrom do efluente, que é devida primeiramente

a lignina e seus derivados liberados a partir do substrato e descarregados nos efluentes,



principalmente a partir da polpagéo, branqueamento e estagios de recuperagdo quimica
(RAGUNATHAN e SWAMINATHAN, 2004). Sistemas de tratamentos biolégicos sao
particularmente atrativos, uma vez que em adi¢do a cor eles podem reduzir a DBO e DQO
do efluente (BAJPAI e BAJPAI, 1994). Entre varios microrganismos usados, fungos da
podriddo branca da raiz tém mostrado potencial no tratamento de efuentes
lignina/fendlicos. No entanto, apesar das ligninases terem sido consideradas até pouco
tempo como enzimas exclusivamente fungicas, a atividade de lacase foi detectada na
bactéria Azospirillum lipoferum (GIVAUDAN et al., 1993), o que demonstra que ligninases
nao sao restritas a eucariotos.

Inumeros trabalhos sobre a produgdo de ligninases por fungos mostram que
existem multiplas aplicagbes biotecnolégicas para estas enzimas, sendo que muitos
estudos estao apenas se iniciando. No caso da produgao por bactérias, poucas mengoes
s&o encontradas na literatura.

As bactérias Bacillus pumilus CBMAI 0008 e Paenibacillus sp. CBMAI 868 sao
aptas a produzir enzimas xilanoliticas tolerantes a alcali e termotolerantes. Foi verificado
que estas produzem também manganés peroxidase. A determinacdo das condicdes
6timas para atuacdo da MnP de B. pumilus e Paenibacillus sp. torna-se necessaria para
se alcancgar atividades maximas. Ainda, estudos da atuacdo dos microrganismos no
efluente da industria do papel, conduzirao a um melhor entendimento sobre os

mecanismos de ag¢ao para a remocao da cor do efluente.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Alguns exemplos da utilizagdo de enzimas e/ou microrganismos dentro do
processo de manufatura da polpa de celulose sdo a utilizagdo de pectinases no
descascamento das madeiras, biodeslignificagdo dos cavacos por fungos ligninoliticos,
biobranqueamento das polpas com xilanases, ligninases e lacases, tratamento dos
efluentes por enzimas ligninoliticas ou pelos fungos degradadores da madeira, dentre
outros (ANGELO, 1999). A promessa € que a utilizagdo de enzimas possa resultar na
reducdo do consumo de energia, melhor uso dos materiais brutos ou de produtos
quimicos, bem como a redugédo do impacto ambiental de seus efluentes (VIIKARI et al.,
1991).

De fato, os efluentes gerados pelas industrias de polpa e papel constituem um tema de
significante preocupagao ambiental (SAHOO e GUPTA, 2005). A cor marrom desses
efluentes é devida principalmente ao alto conteudo de compostos oxidados e lignina
parcialmente degradada. A cor ndo € somente esteticamente inaceitavel como também
inibe o processo natural de fotossintese devido a absor¢do da luz do sol. Isso
desencadeia efeitos adversos sobre o ecossistema aquatico. Se os efluentes das
industrias de polpa e papel ndo forem tratados ou forem parcialmente tratados, isso
resultara na persisténcia da cor no corpo d'agua receptor por longa distancia. Os
sistemas de tratamentos bioldgicos aerdbios e anaerdbios podem reduzir a DBO, mas néo
podem remover a cor escura dos eflluentes.

Embora alguns métodos fisicos e quimicos sejam efetivos na descoloragédo dos
efluentes da industria de polpa e papel, todos tém desvantagens tais como alto custo por
unidade de volume de efluente tratado ou ndo confiabilidade na operagao

(VENKATARAMAN, 1990; JOYCE et al., 1984). Sistemas de tratamento bioldgicos sao



particularmente atrativos, uma vez que em adicdo a cor eles podem reduzir a DBO
(Demanda Biolégica de Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio) do efluente
(BAJPAI e BAJPAI, 1994). Entre varios microrganismos usados, fungos da podridao
branca da raiz tém mostrado potencial no tratamento de efuentes lignina/fendlicos. Varios
pesquisadores tém também mostrado que efluentes de plantas kraft podem ser
parcialmente descoloridos por esses fungos (RAGUNATHAN e SWAMINATHAN, 2004).
Uma area de aplicacdo de enzimas lignoceluloliticas € entdo, no tratamento de
efluentes industriais. Processos de biotratamento desses efluentes estdo agora sendo
considerados, a maioria dos quais utiliza fungos degradadores de lignina. Dependendo do
processo de tratamento, o inéculo do fungo para descoloragéo pode ser usado na forma
de micélio, pellets ou no estado imobilizado. Enzimas ligninoliticas imobilizadas podem

também ser empregadas para descoloragao do efluente.

2.1. PRODUGAO DE LIGNINASES POR FUNGOS

Lignina € o nome dado a um grupo heterogéneo de polimeros fendlicos, que
juntamente com a hemicelulose e a pectina preenchem os espagos entre as fibrilas de
celulose de madeira. A lignina € um polimero aromatico tridimensional composto
basicamente de trés diferentes tipos de p-hidroxicinamil alcool. O tipo de lignina e a
rigidez do tecido vegetal sdo determinados pela quantidade relativa desses alcoois. Na
natureza, esse polimero € uma macromolécula com diversos pesos moleculares, e a
polimerizagédo dos radicais fenoxi da-se especialmente por ligagdo estavel carbono-
carbono e ligagdes éter entre os nucleos aromaticos (LEISOLA e FIECHTER, 1985).

Na natureza, a lignina é recalcitrante e limita o acesso a celulose e hemicelulose.

Sua degradacdo completa é resultado da agdo cooperativa de varios fungos e bactérias,



sendo que as bactérias tém um papel secundario nessa degradacgéo, relacionado ao
metabolismo de monémeros de compostos aromaticos (LEISOLA e FIECHTER, 1985).
Em nivel de laboratorio esse material pode ser degradado pelo uso de acidos ou alcalis
fortes, solventes, e/ou ainda por tratamentos fisicos tal como moagem a altas
temperaturas. No entanto, estes sdo processos dispendiosos € poluentes
(RAJARATHANAM e BANO, 1989).

Os basidiomicetos conhecidos como fungos da podriddo branca, sdo assim
chamados por possuirem um sistema enzimatico capaz de degradar eficientemente a
lignina, bem como a celulose e hemicelulose. Esses foram divididos por TUOR et al.,
(1995) em cinco grupos distintos, de acordo com a atividade enzimatica que apresentam,
sendo que o grupo mais estudado € aquele capaz de produzir a lignina peroxidase (LiP), a
manganés peroxidase (MnP) e a lacase. Representantes deste grupo séo o Coriolus
versicolor, a Phledia radiata e P. brevispora, Pleurotus sajor-caju e P. ostreatus, e o
Phanerochaete chrysosporium.

Aparentemente, a lignina é degradada pelos fungos da degradagéo branca através
de diferentes combinagdes entre peroxidases e oxidases, chamadas genericamente de
ligninases (LEISOLA e FIECHTER, 1985). Compreende-se por ligninases varias
isoenzimas: lignina peroxidase (LiP), peroxidases dependentes de manganés (MnP), bem
como fenoloxidases e oxidases capazes de produzir H,O, (TUOR et al., 1995).

A LiP, descoberta em filtrados de cultura de P. chrysosporium, foi inicialmente
chamada por diferentes nomes, tais como oxigenase dependente de H,O,, ligninase e
diarilpropano oxigenase, até que se descobriu serem estas peroxidases (LEISOLA e
WALDNER, 1988). Esta enzima é capaz de oxidar substratos de lignina nao fendlicos,

contrario a lacase. O P. chrysosporium também produz a peroxidase dependente da



presencga de Mn (Il), chamada manganés peroxidase (MnP), que oxida Mn(ll) a Mn(lll) e é
capaz de oxidar varios substratos.

As LiPs e MnPs sao glicoproteinas, definidas como fenol oxidases. Cerca de
quinze peroxidases diferentes e MnP foram isoladas e purificadas. Todas contém um
grupo heme porfirina-ferro por molécula. O ferro é oxidado por H,O, a um estado de
oxidagdo maior, o que torna a enzima capaz de oxidar a lignina e outros compostos
relacionados (LEISOLA e WALDNER, 1988).

As LiPs, na presenca de perdxido de hidrogénio, catalisam a oxidagdo de um
elétron de uma grande variedade de compostos aromaticos, dando como produtos
iniciais, radicais aril catibnicos que subseqlentemente interagem em reagdes
dependentes-substituintes tanto de radicais livres e de natureza ibnica. Os radicais
catidnicos reagem ndo enzimaticamente levando a quebra nas cadeias laterais alifaticas e
nucleos aromaticos (RAJARATHANAM et al., 1992).

Lignina peroxidase e manganés peroxidase foram investigadas em P.
chrysosporium por RUIZ-DUENAS et al. (2001). Uma terceira peroxidase ligninolitica foi
descrita em Pleurotus e Bjerkandera. Duas dessas versateis peroxidases (VPs) foram
clonadas, seqiienciadas e caracterizadas. As enzimas apresentaram alta afinidade por
Mn?, hidroquinonas e corantes, e também oxidaram alcool veratrilico, dimetoxibenzeno e
lignina. As sequéncias deduzidas mostraram identidade maior com LiP de P.
chrysosporium do que com MnP, mas os modelos moleculares obtidos incluem sitios
ligados a Mn?*.

A MnP constitui outra familia de proteinas heme, extracelular, de quatro a seis ou
mais peroxidases dependentes de manganés, com pl variando entre 4,2 e 4,9, e massa
molecular de aproximadamente 46 KDa, ativadas por lactato, o qual provavelmente atua

como quelante de Mn(lll), formando complexos estaveis com alto potencial redox, que por



sua vez oxida fendis a radicais fenoxi. A enzima oxida uma grande variedade de corantes,
incluindo o vermelho fenol, o-dianisidina e “poly R” (KUWAHARA et al., 1984).

O Aalcool veratrilico € um indutor das LiPs, e pode funcionar também como um
mediador na transferéncia de um elétron. Assim, compostos que nao sao diretamente
acessiveis a enzima podem ser oxidados pela via do alcool veratrilico. Outra fungéo é
estabilizar a LiP pela remogao de excesso de H,0O, (LEISOLA e WALDNER, 1988). Ainda,
segundo estes autores, o alcool veratrilico é oxidado pelas LiPs sob condi¢des aerobias a
veratrildeido, que é o Unico produto da oxidacdo. Sob condicbes anaerdbias, entretanto,
outros produtos sao formados, incluindo duas quinonas e um produto da clivagem do anel
aromatico. Portanto, na presenca de oxigénio as LiPs podem mediar a abertura do anel
aromatico.

SUGUIMOTO et al. (2001) observaram que o alcool veratrilico estimula a formagao
do corpo de frutificagdo de Pleurotus ostreatus nos estagios iniciais do cultivo em meio
soélido, o que ndo ocorre na auséncia deste alcool. Além disso, foi capaz de estimular a
producao de lacase. Os autores apresentaram evidéncias de que lacases estdo
envolvidas também no desenvolvimento fisiolégico do corpo de frutificagao.

As melhores condi¢des de cultura para a producido e atividade da MnP pelos
fungos Dichomitus squalens, Irpex flavus e Polyporus sanguineus, comparado com as
condigdes de Phanerochaete chrysosporium e Coriolus versicolor foram estudadas por
GILL e ARORA (2003). Estudos sobre a producdo da enzima dentro de diferentes
condigdes nutricionais revelaram que o alcool veratrilico, o guaiacol, Reax 80 e Polyfon H
foram excelentes indutores da enzima.

Outra enzima que tem recebido atengdo nos ultimos anos é a lacase, uma
polifenoloxidase. As lacases constituem um pequeno grupo de enzimas também

denominadas cupro-proteinas azuis ou cupro-oxidases azuis, isto porque o cobre participa



de sua constituicdo quimica, assim como no processo oxidativo. Estas oxidases dividem
com as oxidases terminais da respiracido aerodbica a habilidade de reduzir as moléculas de
oxigénio a agua. Devido ao seu potencial oxidativo, estas enzimas catalisam a oxidagéo
de um grande numero de substancias, entre elas os compostos aromaticos, o que tem
despertado o interesse para o emprego em diferentes processos industriais (THURSTON,
1994; GIANFREDA et al., 1999; XU et al., 2000).

Uma vez que a lacase é capaz de atuar na degradacido da lignina esta tem
aplicagao potencial na destoxificagdo de poluentes fendlicos (KUMARAN et al., 1997). A
lacase € produzida pelos fungos da degradagdo branca, com excegdao do P.
chrysosporium, que produz pouca ou nenhuma atividade (TUOR et al., 1995).

A produgao de lacase por fungos tem sido estudada extensivamente nos ultimos
anos. Um estudo sobre os efeitos de varios meios e suplementos sobre a producao de
lacase por alguns fungos da degradagédo branca mostrou que caldo de sais minerais
contendo extrato de malte foi o melhor meio para a produgdo de lacases. Bagago de
cana-de-agucar foi o melhor indutor desta enzima dentre varios suplementos adicionados
ao meio (ARORA e GILL, 2001).

O fungo Botryosphaeria sp produz duas lacases (PPO-I e PPO-II)
constitutivamente. Um estudo de otimizacdo da producdo da enzima por este
microrganismo, na presenga de alcool veratrilico, utilizando método de superficie de
resposta foi conduzido por VASCONCELOS et al. (2000). Os principais fatores que
pemitiram aumentar a producdo de lacase foram a concentragao do alcool e o tempo de
cultivo.

Os efeitos de varios solventes misciveis em agua (RODAKIEWICZ-NOWAK et al.,

2000) e de mondmeros fendlicos sobre a atividade e producao de lacase (LO et al., 2001)



também tém sido estudados. No caso dos solventes, uma boa correlacdo entre os efeitos
inibitérios e a capacidade de desnaturagao foi observada.

Complexos multienzimaticos que atuem em conjunto sdo também encontrados em
fungos, como em Lentinula edodes, que produz peroxidase, lacase e [B-glucosidase
(MAKKAR et al.,, 2001). Este complexo enzimatico foi efetivo na transformacéo de
xenobidticos ambientais persistentes, como o pentaclorofenol e o 2,5-diclorofenol.

Trametes trogii BAFC 463 produziu lacase, manganés peroxidase, lignina
peroxidase e celobiose desidrogenase (LEVIN e FORCHIASSIM, 2001). Em culturas com
alto teor de N (40 mM N), o microrganismo produziu 6,55 U/mL e 45 U/mL de lacase e
manganés peroxidase, respectivamente, resultados superiores aos encontrados em meio
com quantidade limitada de N. Isto é consistente com o fato de que o sistema ligninolitico
em T. trogii € expressado constitutivamente. A atividade enzimatica diminuiu com a
diminuicdo do pH do meio, de 6,5 para 1,5. A atividade de lacase foi estimulada pelo
triptofano e pelo Tween 80.

A necessidade de N para producdo de enzimas ligninoliticas parece variar de
espécie para espécie de microrganismo. No caso de Trametes cingulata, T. elegans e T.
pocas, estes produziram as mais altas atividades de MnP em meio contendo alta
concentracdo de C e baixa concentracao de N (TEKERE et al., 2001).

Nos ultimos anos, a caracterizagao bioquimica e a purificagdo de ligninases,
principalmente lacases, foram estudadas extensivamente. A Tabela 1 resume alguns dos
principais trabalhos realizados, as enzimas estudadas e os microrganismos produtores,

bem como os pesquisadores envolvidos.



Tabela 1 — Caracterizagdo bioquimica e purificagdo de ligninases fungicas nos ultimos

anos.
CARACTERES -
MICRORGANISMO ENZIMA PRINCIPAIS, ELUCIDACOES REFERENCIAS
pH étimo de atividade varia de acordo
Trametes villosa lacase YAVER et al., 1996
com o substrato
Pycnoporus cinnabarinus lacase Induzida pela 2,5-xilidina EGGERT et al., 1996
Na presenca de hidroquinonas pode
Pleurotus lacase participar na produgéo de espécies MUNOZ et al., 1997
reduzidas de O, e ions manganicos
Chaetomium termophilium lacase Atividade a pH 5-10 e estavel 870 °C  CHEFETZ et al., 1998
fenol A partir de fibra de trigo produziu entre

Thermoascus aurantiacus

MACHUCA et al., 1998

oxidases 1e2U/mL
. . Habil para oxidar o corante Direct Blue SCHNEIDER et al.,
Coprinus cinereus lacase
1 1999
Inibida completamente pela L-cisteina
Coriolus irsutus lacase LEE e SHIN, 1999
e azida de sdodio
Lacase pode ter fungéo na
Lentinula edodes lacase ZHAO e KWAN, 1999
morfogénese do fungo
Marasmius quercophilus . o
17 lacase Atividade a 80 °C FARNET et al., 2000
Baixa homologia com outras lacases
Phellinus ribis lacase . . MIN et al., 2001
microbianas
Todas apresentaram os mesmos
Coriolus hirsutus, C. mecanismos de interagédo entre
zonatus, Cerrena maxina e  lacases substratos organicos doadores de SMIRNOQV et al., 2001
Coriolisimus ful-vocinerea elétrons e o sitio ativo contendo cobre
da enzima
Identificaram um segundo gene para
. . lacase, que codifica uma proteina de
Aspergillus nidulans lacase SCHERER e FISCHER,
66,3 kDa, idéntica a lacase | de A.
2001
nidulans
Diferencgas significantes nas
6 diferentes linhagens
lacases constantes cinéticas foram TINOCO et al., 2001
de P. ostreastus
encontradas
Producéo de duas familias de MnP
Phanerochaete flavido-alba MnP RUBIA et al., 2002
(MnP1 e MnP2), acidicas
Bjerkandera adusta UAMH 1 MnP dependente de Mn (pH ¢étimo 5)
MnP WANG et al. 2002
8258 e 1 independente (pH 6timo 3)
. Alcalina, com estabilidade de pH 11 a
Aspergillus terreus LD-1 MnP KANAYAMA et al. 2002

12,5 e acima de 40 °C

10



Trametes (coliolus) versicolor € o fungo produtor de lacase que tem sido mais
estudado (BOURBONAIS et al., 1995). Phlebia radiata, outro basidiomiceto produtor de
lacase, apresenta similaridades com o Phanerochaete chrysosporium na degradacao da
lignina e na produgéo de enzimas que a modificam. Também produz alcool veratrilico sob
condigdes de degradacdo da lignina (KANTALINEN et al., 1989). A adigdo de alcool
veratrilico em concentracdes de até 1,5 mM aumentou a producdo de lacase nas culturas
de Phlebia radiata.

BARBOSA et al. (1996) verificaram também que o ascomiceto Botryosphaeria sp.
produz 115 vezes mais lacase quando cultivado na presenca de 40 mM de alcool
veratrilico. BARBOSA e DEKKER (1996) ainda caracterizaram uma segunda polifenol
oxidase deste ascomiceto, cuja produgao também foi aumentada na presencga do alcool
com o aumento da aeragao do meio de cultivo.

Quanto as aplicagbes, os microrganismos produtores de lacase podem atuar em
diferentes processos: na biorremediagao de xenobiéticos (BOLLAG et al., 1988; FIELD et
al., 1993); na remogéao da cor de aguas residuarias, em biopolpagao (REID, 1991; PATEL
et al., 1994); em biobranqueamento (KATAGIRI et al., 1995); na degradagao da lignina
(UMA et al., 1994; BOURBONNAIS et al., 1995), na descoloragéo de corantes da industria
téxtil (RODRIGUEZ et al., 1999); como também na sintese de produtos quimicos e de
medicamentos e na remediagédo de aguas e solos contaminados (XU et al., 2000).

A aplicagdo ambiental das lacases baseia-se no seu envolvimento na formagao do
material humico. A atividade catalitica da lacase afeta a oxidagado de substancias fenélicas
e seus derivados, resultando na produgado de agregados poliméricos que usualmente sédo
pouco soluveis e muito mais estaveis (BOLLAG et al., 1988). A incorporagdo de
xenobidticos ao humus diminui sua toxicidade, e quando liberados poderiam ser

mineralizados pela atividade microbiana do solo. Outros poluentes séo relativamente

11



inertes a acao enzimatica, mas podem por outros meios, ser transformados em moléculas
mais reativas e nesta forma serem rapidamente oxidados pela lacase (GIANGREDA et al.,
1999).

Ganoderma ludidum, um basidiomiceto amplamente distribuido no mundo, foi
estudado para a produgéo de lacases, manganés peroxidase (MnP) e lignina peroxidase
(LiP) (TREVOR et al.,, 1999). Os niveis de lacase observados em cultura agitada com
altos niveis de nitrogénio (24 mM N) foram muito mais altos do que com baixos niveis de
nitrogénio (2,4 mM N), extrato de malte, ou culturas crescendo em substratos
lignoceluldsicos. Uma vez que unidades siringil sdo componentes estruturais importantes
em lignina oriunda de madeira dura, e menos encontradas em madeira macia, culturas de
pinus foram suplementadas com acido siringuico, e isso resultou em niveis de lacase
comparaveis aqueles observados em culturas de pinus com adi¢cdo de madeira dura.

FANG et al. (1999) concluiram que a celobiose desidrogenase (CDH) produzida por
Schizophyllum commune AS 5.391 pode facilitar a degradagéo da lignina da polpa kraft
por ligninases. Em condigbes 6timas de cultivo o nivel mais alto de CDH obtido foi 150
U/L.

A otimizagdo da produgdo de MnP e lacase pelo fungo Sul Americano Fomes
sclerodermeus foi estudada aplicando-se um modelo experimental de Doehlert
(PAPINUTTI e FORCHIASSIN, 2003). Os fatores estudados foram Cu®, Mn* e
asparagina. Tanto o modelo utilizado, quanto a analise dos dados permitiu ndo somente
definir o meio 6timo para produgdo de ambas as enzimas, mas também mostrou os
efeitos combinados entre os fatores. A producido de MnP foi fortemente influenciada pelo
Mn%, que agiu como indutor. Dentro dessas condi¢des, Cu®* afetou negativamente a
atividade da MnP. Aos 13 dias de crescimento, 0,75 U/mL foram produzidas no meio

otimizado suplementado com 1mM de MnSO, e 4g/L de asparagina. A produgao de
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lacase, dentro das condicbes otimizadas, alcangou valor maximo aos 16 dias de
crescimento: 13,5 U/mL na presenga de 0,2 mM de CuSQO,, 0,4 mM de MnSO, e 6 g/L de
asparagina. Mn?* promoveu a produgdo de ambas as enzimas. Ocorreram importantes
interagdes entre os nutrientes avaliados, as mais significantes entre Cu®* e asparagina.

Fungos foram isolados de amostras de solo e do tratamento primario do efluente
de uma industria de destilados por PANT e ADHOLEYA (2007). Utilizando palha de trigo e
derivados de milho como fonte de carbono durante o cultivo, alguns desses
microrganismos foram capazes de produzir ligninases. O Aspergillus niger TERI DB20
produziu 0,81 U/mL de MnP, Pleurotus ostreatus foi capaz de produzir 0,81 U/mL de
lacase e Fusarium verticillioides ITCC 6140 produziu 2,03 U/mL de LiP.

A MnP foi a principal enzima ligninolitica produzida pelo fungo Irpex lacteus. Esta
foi purificada utilizando cromatografia de troca anibnica e exclusdo molecular por
BABORAVA et al. (2006). A proteina apresentou massa molecular de 37 kDa com pH
6timo de pH 5,5, apresentando atividade em temperaturas que variaram de 5 e 70 °C, e
maximas entre 50 e 60 °C.

Duas isoenzimas de MnP denominadas MnP; e MnP,, foram produzidas pelo fungo
Lentinula edodes quando cultivado em meio soélido suplementado com 0,5% de glicose e
5 mM de MnSQO,, durante 12 dias a 30 °C. A isoenzima principal, MnP, foi purificada
utilizando-se ultrafiltragdo, precipitagdo com acetona e filtragdo em gel. A massa
molecular da proteina purificada foi de 44 kDa e o pH e temperatura 6tima para esta
enzima foram de 4,5 e 40 °C, respectivamente (BOER et al., 2006).

CHENG et al. (2007) isolaram e purificaram a MnP produzida pelo fungo Schizophyllum
sp. F17 utilizando cromatografia de exclusdo molecular. A massa molecular da proteina
foi de 48,7 kDa, apresentando um pH é6timo de pH 6,8 e temperatura 6tima de 35 °C. A

estabilidade da MnP ocorreu entre os pHs 4,0 e 7,0, a 25 °C durante 1 h de incubagao.
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2.2. PRODUGAO DE LIGNINASES POR BACTERIAS

Os inumeros trabalhos existentes sobre a produgédo de ligninases por fungos
mostram que ainda ha muito a ser estudado. No caso da producgao por bactérias, poucas
men¢des foram encontradas na literatura.

Lacases eram conhecidas como enzimas produzidas exclusivamente por fungos.
Porém, atividade de lacase foi detectada na bactéria Azospirillum lipoferum por
GIVAUDAN et al. (1993). No entanto, os genes envolvidos na produgao dessas enzimas
por bactérias nunca haviam sido descritos.

A atividade da lacase produzida pela bactéria Azospirillum lipoferum sobre
derivados fendlicos foi estudada por métodos de espectrofotometria, HPLC e GC/MS por
FAURE et al. (1996). Compostos fendlicos do tipo siringico (aldeido, acido ou
acetofenona) foram transformados em 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona (2,6-DMBQ). Os
autores fizeram também uma comparagéo entre a lacase bacteriana e a do fungo
Pyricularia oryzae. A transformacéo de outros derivados acidos fendlicos, relacionados ao
metabolismo da lignina foram também estudados para ambas as enzimas, usando
analises espectrofotométicas.

A lacase de Azospirillum lipoferum foi purificada e caracterizada por DIAMANTIDIS
et al. (2000). A purificagdo a homogeneidade foi conseguida apoés ruptura das células por
sonicacdo, solubilizacdo da proteina com Triton X-100, precipitagcdo com acetona e
protamina, cromatografia em coluna de hidroxiapatita na presenga de uréia (5 M) e NaCl
(2M), e finalmente por cromatografia em coluna de hidroxiapatita convencional. Apos este
passo final, a lacase estava na forma inativa, mas pode ser reativada pela adicao de
dodecil sulfato de sédio (SDS). Com base nos resultados de eletroforese, os autores

sugeriram que a lacasse de A. lipoferum é composta de uma cadeia polipeptidica
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catalitica com baixa massa molar (16,3 kDa) e uma ou duas cadeias regulatorias
estruturais, com alta massa molar (81,5 kDa). A enzima purificada foi estavel acima de 70
°C durante 10 min, com pH étimo de 6,0, e foi inibida pelo tropolon, um conhecido inibidor
de enzimas contendo metais. Embora o substrato natural desta enzima ndo seja
conhecido, sua caracterizagao bioquimica podera facilitar investigagdes adicionais sobre o
papel ecoldgico desta lacase no processo de colonizagdo de raiz pelo microrganismo.

ALEXANDRE e ZHULIN (2000) identificaram lacase putativa em representantes do
género Aquificales, bactéria gram-positiva com alto conteudo G+C, e o-, y-e e-
proteobacteria. Os autores afirmaram que a descoberta sugere fortemente que lacases
sdo amplamente difundidas em bactérias, o que abre oportunidades para seu uso em
biotecnologia, considerando-se a disponibilidade de ferramentas para manipulagao
genética e producéo industrial.

HULLO et al. (2001) estudaram a proteina CotA de Bacillus subtilis e verificaram
tratar-se de uma lacase cobre-dependente. A CotA mostrou similaridade com oxidases
multicobre, incluindo manganés oxidases e lacases. B. subtilis € habil para oxidar
manganés, mas nem a CotA nem outra proteina ligada a esporulagéo estdo envolvidas. A
siringaldazina, substrato especifico para lacase, reagiu com os esporos tipo selvagem,
mas nao com esporos DeltacotA. A CotA pode participar na biossintese de esporos de
pigmento marrom, e parece ser um produto similar a melanina devendo atuar como
protetor contra a luz UV.

Marinomonas mediterranea € uma bactéria marinha melanogénica isolada por
SANCHEZ-AMAT et al. (2001), que apresenta atividades de lacase e de tirosinase. Essas
atividades sao devido a expressédo de duas polifenol oxidases (PPOs), uma lacase multi-
cobre azul e uma tirosinase SDS-ativada. O gene ligado a lacase, foi isolado, clonado e

expressado em Escherichia coli. Sua seqiéncia de aminoacidos mostra a existéncia de
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um peptideo sinal e quatro sitios ligados ao cobre, caracteristica das proteinas multi-cobre
azuis, incluindo todas as lacases fungicas.

Uma nova peroxidase de Favobacterium meningosepticum foi purificada e
caracterizada por KOGA et al. (1999). A massa molecular relativa da enzima nativa foi de
220000 Da, e da subunidade catalitica foi de 54000 Da. Em contraste a outras
peroxidases intracelulares de origem bacteriana, a enzima ndo mostrou nenhuma
atividade de catalase. A seqliéncia dos 92 aminoacidos NH.-terminais e 3 peptideos
internos ndo mostraram homologia significante com peroxidases conhecidas. A enzima
também néo foi sensivel a inibidores tipicos de peroxidase como NaCN, NaF e NaNjs,
enquanto ion mercurio inibiu fortemente a atividade enzimatica, e alguns reagentes
carbonil também tiveram efeitos inibitérios. A enzima mostrou pequeno valor de Km para
H.O, (9.5 uM) comparado a outras peroxidases.

A produgao de multi-enzimas por Cellulomonas sp crescendo sobre palha de trigo foi
reportada por EMTIAZI e NAHVI (2000). Foram detectadas atividades de
carboximetilcelulase (CMCase), celobiase, filtro paperase (Fpase), xilanase, amilase e
manganés peroxidase. Algumas enzimas permaneceram ligadas a membrana celular,
mas puderam ser liberadas por varios tratamentos, principalmente por sonicagio.
CMCase, celobiase e Fpase tiveram pH 6timo de 6,0, 5,5 e 6,0, respectivamente. Em
relagdo a temperatura 6tima, esta foi detectada entre 45°C e 50 °C. As atividades de o-
amilase e manganés peroxidade termoestaveis foram reportadas pela primeira vez para

esta bactéria.
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2.3. APLICAGAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Industrias de polpa e papel, de corantes, téxteis e de dleo de oliva apresentam
compostos fendlicos em seus efluentes (GARG e MODI, 1999). A aplicagdo mais provavel
de ligninases diz respeito ao tratamento de residuos que contém ligninas ou outros
compostos aromaticos recalcitrantes. Outras aplicagbes dessas enzimas incluem a
melhora da digestibilidade e valor nutricionais de materiais lignoceluldsicos, e tratamento
de materiais celuldsicos para aplicagdo no processo de polpacdo da industria de papel
(LEISOLA e FIECHTER, 1985). Aplicagdes mais raras incluem o emprego das enzimas
em biotransformagdes da lignina e substancias relacionadas a compostos quimicos de
valor.

P. chyrsosporium tem sido o fungo mais estudado na elucidagéo da degradagao
de compostos lignocelulésicos e da lignina (LEISOLA e FIECHTER, 1985). Dentre os
compostos xenobidticos que este microrganismo é apto a degradar esta o DDT, o0 2,4,5-T-
benzopireno, os bifenis policlorados e o lindane. E também capaz de descolorir uma
grande variedade de compostos altamente coloridos e suas misturas, tais como os
residuos do processo kraft da industria papeleira, corantes poliméricos, varios corantes
trifenilmetano, incluindo o cristal violeta, bem como os corantes azo (BUMPUS, 1995).

Um grande numero de processos biologicos estd sendo estudado para o
tratamento de corantes e residuos da industria téxtil, visando a descoloracdo dos
mesmos. Entre os microrganismos implicados com a descoloragdo de corantes téxteis
estdo as bactérias, fungos, algas e mais recentemente consorcios de culturas de
bactérias (BANAT et al., 1996). Os actinomicetos sdo também capazes de solubilizar a
lignina, mas a mineralizagao a CO, ocorre em menor extensdo do que a apresentada por

fungos da degradagao branca (GOSH e SINGH, 1993).
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A atividade ligninolitica de 116 linhagens de basidiomicetos da floresta tropical
brasileira foram estudadas por OKINO et al. (2000), em termos da habilidade para oxidar
o corante remazol azul brilhante R (RBBR) e guaiacol. A maioria das linhagens
apresentou atividade de lacase (96,6%) e peroxidase (92,2%). Um método rapido de
screening utilizado pelos pesquisadores pode ser Util para identificar linhagens de fungos
ligninoliticos, que poderéo ser utilizadas para varias aplicagdes biotecnoldgicas.

Trametes hirsuta e uma lacase purificada deste microrganismo foram habeis para
degradar os corantes triariimetano, indigo, azo e antraquininico (ABADULLA et al., 2000).
A velocidade de descoloracao inicial dependeu dos substituintes nos anéis fendlicos dos
corantes. A imobilizacdo da lacase em alumina aumentou a estabilidade térmica da
enzima e sua tolerancia contra inibidores, tais como halidas, quelantes de cobre, e
aditivos dos corantes. O tratamento enzimatico dos corantes diminuiu suas toxicidades
acima de 80%.

A lacase de Pycnoporus cinnabarinus mostrou também ser habil para iniciar a
destruicao do cromoforo do corante diazo Chicago Sky Blue, resultando na formagao de
dois produtos intermediarios com intensidades de absorcdo ao redor de uma ordem de
magnitude abaixo da molécula original (SCHLIEPHAKE et al., 2000). A taxa de
transformagao do corante aumentou com o aumento da concentragéo da enzima.

Degradagédo in vitro de um corante polimérico, o Poly R-478, pela enzima
manganés peroxidase foi investigada (MOREIRA et al., 2001a). O tratamento enzimatico
provocou nao somente a destruicdo dos grupos cromoféricos, mas também uma notavel
quebra da estrutura quimica do corante. Em experimentos com a enzima pura, MnP
provou ser o principal fator responsavel pela descoloracao.

A descoloracido de 12 corantes azo, diazo e antraquininico foram estudadas por

Kariminiaae-Hamedaani et al. (2005) utilizando o fungo denominado L-25. A eficiéncia na
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descoloragado permaneceu entre 84,9 e 99,6% quando o microrganismo foi cultivado por
14 dias, sendo que a principal enzima ligninolitica produzida foi a MnP, apresentando
atividade acima de 1,0 U/mL.

Os corantes azo Congo Red, Orange G e Orange IV foram degradados utilizando
MnP purificada produzida pelo fundo Schizophyllum sp. F17. A degradagdo desses
corantes foi mais rapida quando H,O, foi adicionado ao meio. A maior descoloragao foi de
30% para o corante Orange IV ap6s 30 minutos de tratamento (CHENG et al., 2007).

Fenois oxidases tém sido também utilizadas para a detoxificagdo de efluentes
contendo fendis e aminas aromaticas (HUSAIN e JAN, 2000). Uma vantagem deste
procedimento é que essas enzimas agem sobre uma ampla faixa de substratos, e dentro
de baixas concentracdes destes. Lignina sintética fendlica e ndo fendlica (permetilada)
foram depolimerizadas por lacase de Trametes villosa na presenca de um radical
mediador, 1-hidroxibenzotriazol (HOBT). Cromatografia de permeagao em gel das ligninas
tratadas mostrou que 10% de suas subestruturas foram clivadas (SREBOTNIK e
HAMMEL, 2000).

CHUNG et al. (2001) estudaram os efeitos do nitrogénio sobre a degradagao de
pentaclorofenol (PCP) pelo fungo da degradagao branca, Phanerochaete chrysosporium.
O PCP desapareceu quase a mesma taxa em ambos os tratamentos, com nitrogénio
suficiente (NS) e limitado (NL), na cultura em fase estacionaria. Entretanto, mais
pentacloroanizol (PCA) acumulou-se na cultura NS do que na NL. Ainda, PCA
desapareceu mais rapido na cultura NL, indicando que a menor acumulagdo de PCA
durante a degradagao de PCP na cultura NL foi devido a degradagéo mais rapida de PCA
nessas condi¢des. Os autores verificaram também que o PCP parece ser metabolizado a
tetraclorociclohexadienodiona (TCHD) via PCA, ou diretamente oxidado a TCHD pela

lignina peroxidase. Uma vez que todos os resultados indicaram que nenhum metabdlito
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inécuo se formou durante a degradagao do PCP pelo fungo, os autores concluiram que o
uso do fungo no biotratamento do composto € praticavel.

O Phanerochaete chrysosporium foi também testado quanto a degradagado de
pesticidas (CASTILLO et al., 2001). P. chrysosporium e outro fungo foram habeis para
produzir atividade necessaria para degradar dois herbicidas, bentazona e o MCPA (acido
clorometilfenoxiacético), em 20 dias (65 e 75%, respectivamente). O decréscimo de
ambos os herbicidas coincidiu com a presenca da atividade de LiP e MnP/lacase.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) também podem ser degradados
por enzimas ligninoliticas. BABORAVA et al. (2006) realizou um estudo utilizando MnP
produzida pelo fungo Irpex lacteus para verificar a degradagéo de desses compostos.
Pireno, fluoranteno, fenantreno e principalmente antraceno foram os compostos que

tiveram anéis aromaticos clivados.

2.3.1. APLICAGOES DE LIGNINASES NA INDUSTRIA DE CELULOSE E PAPEL

PEKAROVICOVA (1996) escreveu uma revisdo da literatura onde discute as
oportunidades que se abriu com o crescente esforco em se eliminar o cloro das plantas de
branqueamento de polpas e papel, inclusive as oportunidades biotecnolégicas. O autor
fez um levantamento sobre os mecanismos de acdo das xilanases durante o pré-
branqueamento, particularmente na degradacdo do complexo lignina-carboidrato, além
dos mecanismos de agdo da lignina peroxidase, Mn-peroxidase e lacase durante a
degradacéo da lignina.

Enzimas podem melhorar o processo de branqueamento do papel indiretamente ou
diretamente. No método indireto, a branqueabilidade das polpas é melhorada pela agao

de xilanases ou mananases, afetando a extractabilidade da lignina. O método mais
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promissor ou método direto é o sistema mediador-lacase, que degrada lignina (SIIKA-
AHO et al., 2001). Xilanases tém sido usadas em escala industrial por cerca de 10 anos,
enquanto o sistema mediador-lacase € um conceito que esta ainda em desenvolvimento.
Em estudos iniciais, o 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina sulfonato) (ABTS), substrato
comum de lacases, foi usado com o primeiro mediador. A procura por um mediador mais
adequado resultou no uso do 1-hidroxibenzotriazol (HBT), no laboratério e em escala
piloto (CALL, 1995). O processo de delignificacdo € comumente referido como LMS
(sistema-lacase-mediador) ou processo Lignozima. Novos mediadores foram
descobertos, os mais promissores sdo o acido violurico (VIO) e o N-hidroxi-N-
fenilacetamida (NHA). Especialmente este ultimo propicia rapida delignificagdo com
nenhum impacto significante sobre a estrutura da celulose. O grau de delignificagdo apds
uma extragao alcalina é reportado como sendo superior a 40%. O sistema LMS tem se
mostrado habil para substituir a deslignificagdo que utiliza oxigénio ou o estagio de
tratamento com ozbénio (SIIKA-AHO et al.,, 2001), resultando em mesmos valores de
alvura, mas rendimento e viscosidades superiores. De acordo com os autores, os efeitos
da xilanase e do sistema LMS mostraram-se aditivos, quando os tratamentos foram
usados sucessivamente. A aplicagdo do LMS, empregando HBT como mediador, com o
tratamento com xilanase em um Unico estagio, entretanto, parece inefetivo,
aparentemente devido a inativacdo da xilanase pelo HBT. Este efeito inativador do HBT
foi também observado para lacases. Estudos sobre novos mediadores revelaram que
NHA causou menos danos as enzimas.

Estudos sobre a aplicacdo de ligninases obtidas a partir de actinomicetos ou
fungos no tratamento da polpa kraft comegaram a ser realizados recentemente. O uso de
enzimas extracelulares de Streptomyces albus ATCC 3005 para o branqueamento de

polpa kraft de Eucalyptus foi estudado por ANTONOPOULOS et al. (2001). A produgao
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maxima de xilanase e peroxidase extracelulares foi detectada apdés 120 h (11,97 U/mL) e
72 h (0,58 U/mL), respectivamente. O pH maximo para atividade das enzimas, foi
respectivamente, 6,5 e 9,9. A concentracdo otima de peréxido de hidrogénio para
atividade de peroxidase ocorreu a 20 mM, sendo que a enzima permaneceu ativa a 100
mM de H,O,, apds 1 h de incubagéo a 53 °C. O branqueamento da polpa kraft com o
sobrenadante da cultura de S. albus na presenga de H,O, resultou em significante
redugédo do numero Kappa (2,85 unidades) com nenhuma mudanga na viscosidade.
Esses resultados sugerem uma aplicagao potencial dos sobrenadantes da cultura de S.
albus no biobranqueametno.

MOREIRA et al. (2001b) estudaram a oxidagao da lignina na polpa kraft por MnP
obtida a partir do fungo Bjerkandera sp BOS55. Estudos prévios haviam mostrado que
esta linhagem causa altos niveis de branqueamento e delignificagdo da polpa, dentro de
condicbes de cultura em que a MnP ocorre como enzima oxidativa predominante. Os
autores isolaram a enzima e testaram a aplicagédo in vitro na polpa delignificada com
oxigénio, medindo a redug¢do no numero kappa como indicador da oxidacdo da lignina. A
preparagdo da MnP aplicada a 60 U/g de polpa por 6 h causou um significante
decréscimo de 11-13% no numero kappa dentro de condigbes otimas, comparado a
controles sem enzima. Foram avaliados ainda os efeitos da dosagem de enzima,
concentracdo de Mn?", acidos organicos, pH e adi¢do de H,0..

Em um trabalho subsequente, MOREIRA et al. (2003) testaram preparagdes de
MnP de Bjerkandera sp. BOS55 no branqueamento e deslignificagdo de polpa kraft de
Eucalyptus delignificada com oxigénio, em seqiiéncia combinando um estagio quelante
com um estagio peroxido. A inclusdo do tratamento enzimatico na seqiéncia de
branqueamento ajudou consideravelmente na melhora da alvura final. Outros

interessantes resultados foram reducdo moderada do numero Kappa, baixa perda de
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rendimento e folhas de papel com uma aceitavel resisténcia ao alongamento e indice de
estouro.

Quanto ao potencial das ligninases no tratamento de efluentes, MANZANARES et
al. (1995) estudaram a habilidade do Trametes versicolor na descoloragédo de efluentes
alcalinos de uma industria de papel e celulose. A remocgéao da cor alcangou 70% quando
adicionado uma fonte de carbono. O estudo enzimatico revelou a presenca de lacase, € a
MnP foi detectada quando adicionado MnSO, no efluente.

O fungo Trametes versicolor, linhagem B7, juntamente com agroresiduos, foi
aplicado em efluentes de diversas industrias papeleiras. O microrganismo foi capaz de
remover a coloracdo dos efluentes na presenga dos co-substratos utilizados como
sacarose, glicose, etanol, carboximetil-celulose, bagasso de cana-de-agucar. O pH e
temperatura 6tima foram de 4,5-5,0 e 25-35 °C, respectivamente. A maxima remocao da
cor foi de 92% com reducédo de DQO de 69% (MEHNA et al., 1995).

NAGARATHNAMMA et al. (1999) realizaram um estudo aplicando o fungo
Ceriporiopsis subvermispora no efluente do primeiro estagio do branqueamento da polpa
Kraft. Testes enzimaticos revelaram que o fungo produz lacase e MnP. Utilizando glicose
na concentragdo de 1 g/L, o fungo removeu 90% da cor, 45% de DQO e 65% de lignina
apos 48 horas de tratamento em temperaturas de 30-35 °C e pH entre 4,0 e 4,5. Na
auséncia de glicose, o fungo foi capaz de remover 62% da coloragéo.

O uso de microrganismos ligninoliticos isolados do proprio efluente foram avaliados por
SAHOO e GUPTA (2005) para descoloragao do efluente de uma pequena fabrica de
polpa e papel, e compararam sua eficiéncia com a dos organismos P. chrysosporium e T.
versicolor. Dois isolados identificados como A. fumigatus e A. flavus produziram altos
gaus de reducgao da cor. A. fumigatus, microrganismo mais eficiente, foi capaz de produzir

enzimas extracelulares como lacase, MnP e xilanase, descolorindo o efluente com pH na
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faixa de pH 6,0-9,0, com 6timo em pH 8,0. Os autores determinaram ainda que celulose,
sacarose, glicose e xilose podem ser usados como co-substratos ndo sendo necessaria a
adigcao de fontes de nitrogénio adicionais para descoloragao do efluente.

RAGUNATHAN e SWAMINATHAN (2004) investigaram a habilidade de Pleorotus
spp (P. sajor-caju; P. platypus e P. citrinopileatus) no tratamento de um efluente da
industria de papel e celulose, tanto em escala de laboratério como em escala piloto. Em
escala de laboratério, P. sajor-caju descoloriu 66,7% do efluente no sexto dia de
incubagao e removeu 61,3% da DQO no décimo dia de tratamento. Em escala piloto, a
descoloragdo maxima também foi obtida com P. sajor-caju (60,1%) no sexto dia de

incubagéao e a DQO foi reduzida em 57,2% no sétimo dia de incubagao.

2.4. INDUSTRIA PAPELEIRA E PROBLEMATICA DO EFLUENTE GERADO

Uma grande quantidade de industrias papeleiras existe em varios paises. A
populagdo mundial utiliza mais de 214 milhdes de toneladas de papel por ano (BAJPAI e
BAJPAI, 1994).

Historicamente, a industria de polpa e papel é considerada uma das industrias que
mais consomem recursos naturais (madeira, agua) e energia (combustiveis fosseis,
eletricidade) e contribui significantemente no descarte de poluentes ao ambiente. Essa
industria utiliza imensos volumes de &gua, permanecendo atras das industrias
metalurgicas e quimicas. O volume de agua varia de acordo com o tipo de papel que sera
produzido, alcangando 60 m® por tonelada de papel produzido, mesmo utilizando as
técnicas mais modernas e eficientes de produgdo (THOMPSON et al., 2001).

O efluente é altamente impactante no ambiente. Evidéncias mostram uma

variedade de respostas em populagdes de peixes, incluindo atraso na maturidade sexual,
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mudangas na reprodu¢do e uma diminuicdo nas caracteristicas sexuais secundarias
(MUNKITTRICK et al., 1997).

Devido as pressdes de ambientalistas e legislativas, e juntamente com as novas
técnicas e comprometimento das empresas lideres, a industria de polpa e papel tem
reduzido os impactos ambientais por volta de 80 a 90% (THOMPSON et al., 2001).

Uma das formas de minimizar os impactos gerados é através da reutilizagdo da
agua do processo, que vem sendo feita por algumas industrias, porém esse procedimento
pode aumentar a concentragao de espécies organicas e inorganicas, afetando a produgao
do papel, além de aumentar o odor gerado durante a produgdo (ROBERTSON e
SCHWINGEL, 1997). Outro problema ocorre quando o processo de tratamento da polpa e
papel ndo é eficiente, podendo resultar em liberagcao de solidos supensos, perdendo os
nutrientes, como nitrogénio e fésforo, os quais podem promover a eutrofizagao dos corpos
receptores (THOMPSON et al., 2001).

A madeira, uma das principais matérias-primas para a fabricagdo da polpa e papel,
€ composta por fibras de celulose, carboidratos e lignina. A lignina atua como uma
substancia adesiva para as fibras de celulose. A industria de polpa e papel separa a
celulose dos outros compostos presentes na madeira através do digestor, onde a madeira
€ quimicamente cozida por horas para formar a polpa. Ha o digestor sulfito, que utiliza
sulfito de calcio, denominado processo acido e o digestor sulfato, também conhecido
como processo Kraft, que utiliza sistema alcalino. O processo Kraft € o mais utilizado por
ser menos corrosivo e mais eficiente. A polpa posteriormente é seca na maquina de papel
para produzir a folha de papel (THOMPSON et al., 2001).

Atualmente, os tratamentos utilizados podem diminuir os poluentes a niveis
aceitaveis, porém a lignina e seus derivados, que sdo removidos durante a polpagéo,

branqueamento, e outras operagbes quimicas, sdo ofensivos devido a coloragdo que
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causam nos efluentes, inibindo o processo natural de fotossintese além de ser
esteticamente inaceitavel. O problema da remocgédo da cor do efluente da industria de
polpa e papel tem sido alvo de preocupacédo e objeto de pesquisas nos ultimos anos
(BAJPAI e BAJPAI, 1994; GARG e MODI, 1999).

A lignina ndo é um composto quimico definido de composigao uniforme, sendo
esse termo utilizado para uma série de macromoléculas similares. Lignina e seus
derivados oferecem resisténcia a degradagdo devido a presenga de ligagdes
carbono/carbono do tipo bifenil e outras ligagdes presentes na molécula, além de
possuirem anéis aromaticos e grupos quinonas (BAJPAI e BAJPAI, 1994).

Varios métodos fisicos, quimicos e biolégicos tém sido empregados para a
remocao da cor do efluente da industria de polpa e papel. Os processos fisicos e
quimicos apresentam valores econémicos elevados e por esta razdo podem ndo ser
atrativos industrialmente. Métodos de descoloragcdo bioldgica utilizando microrganismos
tém se mostrado eficiente na degradagao da lignina presente nos efluentes (BAJPAI e

BAJPAI, 1994).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

- verificar a acdo de indutores na producdo de MnP por B. pumilus CBMAI 0008 e por
Paenibacillus sp. CBMAI 868;

- purificar e caracterizar bioquimicamente a MnP de B. pumilus e de Paenibacillus sp.;

- verificar a atuagdo de B. pumilus e Paenibacillus sp. na remogao da cor do efluente da

industria papeleira.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1. Microrganismos
Bacillus pumilus CBMAI 0008, isolado de material vegetal em decomposi¢cdo por
DUARTE et al. (1997).

Paenibacillus sp. CBMAI 868 foi isolado de efluente da industria do papel, em
meio de cultura contendo (%): xilana, 1; (NH4).SO,, 0,1; efluente do tratamento biolégico
da industria do papel, 50; agar, 2. O meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C durante
15 min, e antes de verter em placas de Petri, nistatina (0,044 mg/mL) foi adicionada como
controle antifungico. Em seguida, 0,3 mL de efluente do tratamento bioldgico foram
inoculados por espalhamento na superficie do meio, e as placas incubadas a 37 °C,
durante 48 h. Apds esse periodo, verificou-se o crescimento de colénias de bactérias e a
formagao de halos claros ao redor das mesmas. A colbnia que exibiu o halo de maior
didmetro foi purificada e identificada na Divisdo de Recursos Microbianos do

CPQBA/Unicamp.

4.1.2. Meios de cultura
4.1.2.1. Meio para manutencao de B. pumilus e Paenibacillus sp.

Meio de xilana de bétula sélido, de acordo com MANDELS e STENBERG (1976),
contendo (g/L): xilana de bétula (birchwood - Sigma), 10; peptona, 1,0; Tween 80, 1,0;
(NH4)2SO4, 1,4; KH,PO,4, 2,0; uréia, 0,3; CaCl,, 0,3; MgSO,.7H,0O, 0,3; solugdo dos
seguintes elementos (mg/L): FeS0O,.7H,0, 5,0; MnSO4H;O, 1,6; ZnS0O,.7H,0, 1,4;
CoCL,, 2,0; agar-agar, 20. O pH foi acertado para 9,0 com NaOH 2N, e o meio

esterilizado em autoclave a 121 °C durante 15 min.
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4.1.2.2. Meio para crescimento e producao de enzimas
Meio de xilana liquido, de acordo com MANDELS e STENBERG (1976), citado acima,

com concentragao otimizada de xilana e peptona, de acordo com DUARTE et al. (1998).

4.1.3. Efluente industrial

Efluente da industria Ripasa S/A Celulose e Papel, localizada em Americana -SP,
coletado na saida do tratamento de branqueamento da polpa de papel. Para o estudo,
foram coletadas amostras do tratamento acido (pH = 3) e do tratamento alcalino (pH =
12). As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e o efluente filtrado em papel
de filtro para remogéao de particulas em suspenséao. O efluente filtrado foi armazenado a -

25 °C até o uso.

4.1.4. Reagentes
Todos os reagentes utilizados apresentam grau analitico, com excec¢édo da xilana de

bétula (birchwood - Sigma X-0502).

4.2. METODOS

4.2.1. Manutencao de B. pumilus e Paenibacillus sp.

As bactérias foram preservadas em meio sélido inclinado contendo xilana de bétula. A
manutengao das culturas foi feita por repicagem periédica no meio, seguido de incubagao
a 45 °C até crescimento, e de estocagem sob refrigeragdo a 5 °C. Réplicas das culturas

foram preservadas em 6leo mineral e em criotubos com glicerol.
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4.2.2. Preparo de inéculo
Para preparo de indculo, células do meio de preservacao foram transferidas para
frasco de Erlenmeyer de 125 mL contendo 12,5 mL do meio de xilana de bétula liquido.
Apos 20 h de incubagdo a 45 °C e agitagdo de 250 rpm, as culturas foram centrifugadas
em condi¢des de assepsia e a biomassa ressuspendida em 40 mL do referido meio. Para
os ensaios de produgao de enzimas, tal indculo foi utilizado na proporgao de 8 % (v/v).
Este procedimento foi conduzido com objetivo de padronizar o indculo referente a

diferentes fermentagdes para producdo das enzimas.

4.2.3. Producao de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp.

Para producdo de MnP foi utilizado o meio de MANDELS e STENBERG (1976), citado
acima. A fermentagao foi conduzida em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 250
mL contendo 25 mL de meio. Apds inoculagdo dos microrganismos, os frascos
permaneceram sob temperatura de 45 °C e agitagdo de 250 rpm , durante o tempo
definido no item abaixo (4.2.4.). Ao final do cultivo, a cultura foi centrifugada a 10.000 rpm
sob refrigeragéo, e o sobrenadante armazenado a —25 °C para determinagéo da atividade

enzimatica.

4.2.4. Cinética da producao de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp.

Para estudo da cinética e determinagdo do tempo 6timo para producdo da MnP
por B. pumilus e Paenibacillus sp., indculo preparado conforme descrito acima foi utilizado
na proporgao de 8 % (v/v). A fermentagao foi conduzida em frascos de Erlenmeyer com
capacidade para 250 mL, contendo 50 mL de meio, sob agitacdo de 250 rpm e
temperatura de 45 °C. A intervalos regulares, amostras foram coletadas para

determinacgao da atividade de MnP.
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4.2.5. Efeito de indutores sobre a producdo de MnP por B. pumilus e
Paenibacillus sp.

O efeito de indutores sobre a producido de MnP foi estudada a partir da suplementacao

no meio de cultura com alcool veratrilico, indulina AT, guaiacol, acido lignocelulésico e

acido lignocelulésico dissulfonado em concentragdes de 0,1% (p/v).

4.2.6. Purificacao e caracterizacao da MnP de B. pumilus e Paenibacillus sp.
A atividade de MnP foi determinada primeiramente no caldo bruto, tanto oriundo da
fermentacdo com xilana (item 4.2.4.), como proveniente do meio suplementado com
indutores (item 4.2.5.). A MnP presente no caldo proveniente da condicdo de melhor

producao da enzima foi purificada e caracterizada conforme descrito abaixo.

4.2.6.1. Purificacao

Todas as etapas de purificagdo da enzima foram realizadas a temperatura
ambiente. Os métodos utilizados para a purificacao da MnP foram efetuados apenas na
fase de captura, purificagdo intermediaria e polimento, ndo sendo necessarios outros
processos de purificacdo devido as caracteristicas das enzimas. A concentragdo de
proteinas foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando albumina de
soro bovino (BSA) como padrao.

O caldo bruto obtido a partir da fermentagéo foi filtrado em membrana 0,45 um e
concentrado em sistema de ultrafiltracdo Pellicon™, utilizando membrana de exclusdo de
10 kDa Biomax 10™. O material obtido foi separado por cromatografia de interagéao
hidrofébica (HIC) em resina Fenil Sepharose (KX-26 40/26), previamente equilibrada com
sulfato de amonio de 1,7 M, de acordo com HAKALA et al. (2005). As proteinas foram

eluidas com um fluxo de 3 mL/min. e gradiente linear, utilizando sulfato de aménio de 1,7
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a 0 M (tampéo A) e tampao fosfato de sodio pH 7,0, 50 mM (tampao B) como fase movel.
As fragdes contendo atividade de MnP foram combinadas, concentradas e dialisadas
contra 0 mesmo tampéao.

Em seguida, a MnP obtida por HIC foi aplicada no sistema de cromatografia de
troca ibnica para verificar a pureza da fragdo protéica obtida na etapa cromatografica
anterior. Foi utilizada resina Q-Sepharose (KX-16 16/2), previamente equilibrada com
tampao fosfato de sédio 50 mM. A fase modvel utilizando tampao fosfato de sédio 50 mM
com um gradiente NaCl de 0 a 1 M em pH 7,0 foi aplicada em fluxo de 2 mL/min.

Todos os passos cromatograficos foram conduzidos em sistema FPLC (Pharmacia

Amersham) e a eluigéo seguida de leitura a 280 nm.

4.2.6.2. Caracterizacao

4.2.6.2.1. Eletroforese em gel de SDS-PAGE

A eletroforese foi conduzida de acordo com o método de LAEMMLI (1970). Esta
técnica foi realizada para confirmar a pureza e determinacdo da massa molecular das
fragOes coletadas.

As fragbes foram submetidas a um processo de desnaturacédo onde 50 uL de cada
amostra foram adicionados a 50 yL de tampao de amostra (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0;
mercaptoetanol 2%; glicerol 15%; azul de bromofenol 0,05%; 0,2% de SDS), sendo a
mistura incubada em banho-maria de agua fervente por 4 min. As quantidades de amostra
adicionadas em cada pogo foram de 20 e 45 L. A eletroforese foi realizada no sistema
Mini-PROTEAN® II, na presenca de tamp&o de corrida Tris-glicina (0,025M Tris pH 8,3;
0,192M Glicina) em corrente constante de 30 mA e 120 W durante 3 h, a temperatura

ambiente.
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Para determinagao da massa molar da MnP foi utilizado gel de resolugdo 10,0 %,
usando-se uma mistura de proteinas padrdoes (Promega). A massa molar foi estimada a
partir da massa dos padrbes contra suas respectivas mobilidades relativas. Apos a

corrida, foi realizada a coloragdo com Comassie Blue R-250.

4.2.6.2.2. Determinacao do pH e temperatura 6timos de atividade da MnP
purificada

A atividade de MnP purificada de B. pumilus e Paenibacillus sp., foi determinada
em diferentes valores de pH, a saber: pH 5,0 e pH 6,0 — tampao citrato-fosfato 0,2 M; pH
7,0 e pH 8,0 — tampéao fosfato de sodio 0,2 M; pH 9,0 e pH 10,0 — tampéo glicina-NaOH
0,2 M. A faixa de temperatura estudada foi de 25 a 60 °C, com intervalos de 5 °C. Quanto
ao tempo de incubacgao, optou-se por utilizar o indicado no método de KUWAHARA et al.

(1984), ou seja, 5 min.

4.2.7. Determinagao da atividade de MnP

A reacéo foi iniciada através da mistura de 0,1 mL de lactato de sédio 0,25 M, 0,05
mL de MnSO, 2 mM, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,1 mL de vermelho fenol 0,1%,
0,5 mL da enzima purificada e 0,05 mL de H,O, 2 mM em tampao fosfato de sédio 0,2 M
(pH 8,0). A mistura permaneceu em temperatura ambiente por 5 min., e a reagao foi
interrompida pela adi¢gdo de 0,04 mL de NaOH 2 N. A absorbéancia foi lida a 610 nm e a
atividade expressa em U/L. Como controle, 1 mL da amostra foi colocada em tubo de
ensaio por 30 min. em banho maria de agua fervente. Apos resfriamento, a amostra foi

lida como as demais.
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Para calculo direto da atividade enzimatica foi considerado o fator de multiplicacédo
para MnP, de 89,68, obtido a partir da formula €10 = 4460 M™'.cm™, onde € é o coeficiente
de absorgédo molar. O fator de multiplicagao foi utilizado no seguinte calculo:

A Abs (absamostra — @bScontrole) X 89,68 = U/L

4.2.8. Descoloragao do efluente da industria papeleira
B. pumilus e Paenibacillus sp. foram inoculados separadamente no efluente da
industria papeleira para verificagdo da descoloragao. O pH do efluente foi corrigido para
pH 7,0, 9,0 ou 11,0, misturando-se amostras do efluente acido e do efluente alcalino.

O inéculo de B. pumilus para estes ensaios foi produzido conforme descrito no
item 4.2.2., porém foi utilizada a indulina AT (0,1% p/v) como indutor, uma vez que esta
estimulou a producdo de MnP por este microrganismo durante os testes realizados no
item 4.2.5.

Os ensaios de descoloracdo foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer com
capacidade para 250 mL, contendo 100 mL do efluente. Apds inoculagéo das bactérias (8
% viIv), os frascos foram incubados sob agitagdo de 200 rpm e 45 °C. Apds 24 h e 48 h, os
efluentes tratados foram centrifugados a 10.000 rpm sob refrigeragdo. Esta etapa foi
realizada em triplicata.

As diferentes amostras obtidas foram separadas em trés aliquotas e armazenadas

a —25 °C para os testes seguintes.

4.2.8.1. Determinagao da cor real
A cor real foi determinada de acordo com o Standard Methods (2005). Os testes
foram realizados no laboratério de analises quimicas da Sanasa-Campinas, utilizando um

espectrofotbmetro HACH - modelo DR2010. A quantificacdo da cor foi feita através da
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leitura direta de amostras do efluente ndo tratado e tratado a 455 nm. Os resultados

obtidos foram expressos em mg Pt-Col/L.

4.2.8.2. Determinagao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A medida de DQO das amostras de efluente antes e apds o tratamento com as
bactérias foi realizada pelo método colorimétrico de refluxo fechado (método 5220 C)
(Standard Methods, 2005), utilizando-se o bloco digestor HACH — modelo DRB 200.

Para os testes, foram adicionados 1,5 mL de solugao digestora, 3,5 mL de solugao
catalizadora e 2,5 mL da amostra em tubo de borossilicato com dimensdes de 16 x 100
mm, sendo disposta no bloco digestor a 150 °C por 2 h. Apds a etapa de digestao, a DQO

foi quantificada a absorbancia de 600 nm, sendo os resultados expressos em mg/mL.

4.2.8.3. Cromatografia de permeacao em gel

A distribuicdo da massa molar no efluente nao tratado e tratado que apresentou
melhor resultado na medida da cor real e DQO foram determinados por aplicagéo de 2 mL
de cada amostra (sobrenadante das amostras de efluente centrifugado) em resina
Sephadex G-75 (KX-16 100/16), previamente equilibbrada com NaOH (0,002 g/L) e LiCl
(0,848 g/L) em sistema isocratico, fluxo de 2,0 mL/min., conectada a um sistema de
cromatografia GradiFrac (Pharmacia Biotech), de acordo com SAHOO e GUPTA (2005). A
eluicdo das amostras foi monitorada pela medida da ODogy,y com um detector UV-1

Pharmacia LKB, coletando 4 mL de amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cinética da producao de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. e efeito
de indutores

O tempo o6timo de producdo de MnP foi determinado no caldo bruto de
crescimento de B. pumilus e Paenibacillus sp., tanto na auséncia como na presencga de
indutores. Apods verificar o tempo 6timo para a producdo de MnP por cada um dos
microrganismos, a curva enzimatica que apresentou a maior atividade de MnP foi
realizada novamente, em duplicata, para a confirmacao dos resultados.

A maxima atividade de MnP observada no caldo de fermentacdo de B. pumilus na
auséncia de indutores foi de 6,41 U/L apés um periodo de 16 h de incubagéo (Figura 1).
Quando a bactéria foi cultivada na presenca dos indutores, maiores atividades de MnP
foram observadas na presenca da indulina AT, que propiciou atividade de 31,66 U/L, apds
um periodo de 8 h (Figura 2), seguido do acido lignoceluldsico dissulfonado e acido
lignoceluldsico, que apos 6 h de cultivo propiciaram atividades de MnP de 15,6 e 8,6 U/L,
respectivamente (Figuras 4 e 5).

De acordo com os resultados, a maior producdo de MnP por Paenibacillus sp.
ocorreu na presenca do alcool veratrilico, com atividade maxima de 13,76 U/L apds 28 h
(Figura 3), seguido do &cido lignoceluldsico dissulfonado, que propiciou atividade de
12,78 U/L no mesmo periodo (Figura 4) e do guaiacol, cuja atividade foi de 12,20 U/L
apos 20 h (Figura 6). Porém, para os estudos posteriores com esta bactéria, nao foi
utilizado nenhum indutor, uma vez que na auséncia destes a atividade enzimatica
maxima, de 12,33 U/L, foi alcangada apds um periodo de 20 h, ou seja, um periodo de
incubacao menor, para uma atividade enzimatica proxima a alcancada na presencga do

melhor indutor (Figura 1).
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Figura 1 — Producdo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na auséncia de indutores.
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Figura 2 — Producdo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na presencga de indulina
AT.
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Figura 3 — Producdo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na presenca de alcool
veratrilico.
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Figura 4 — Producédo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na presenca de acido
lignoceluldsico dissulfonado.
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Figura 5 — Producédo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na presenca de acido
lignocelulosico.
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Figura 6 — Producdo de MnP por B. pumilus e Paenibacillus sp. na presencga de guaiacol.
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No presente estudo, indulina AT e acido lignoceluldsico dissulfonado, pela ordem,
foram eficientes no aumento da atividade de MnP por B. pumilus, enquanto a utilizagdo de
indutores no cultivo de Paenibacillus sp. ndao propiciaram aumento significativo da
atividade desta enzima.

Nenhuma mengao foi encontrada na literatura sobre a utilizagdo de indutores
visando aumento da atividade de MnP por bactérias. No caso dos fungos, ndo ha um
consenso sobre a eficiéncia dos indutores no aumento da atividade de MnP.

A MnP original de Bjerkandera adusta UAMH 8258 e modificada com
metoxipolietileno glicol, revelou maiores atividades quando cultivada em presenga de 2,6-
dimetoxifenol, alcool veratrilico, guaiacol e ABTS (WANG et al., 2002).

GILL e ARORA (2003) observaram o efeito de alcool veratrilico, guaiacol, Reax 80
e Polyfon H sobre a produgdo de MnP por fungos. Polyfon H propiciou aumento da
atividade enzimatica apenas para Irpex flavus, propiciando atividade de 0,08 U/mL. A
auséncia de indutores no meio de cultura foi a melhor condigdo de producdo da MnP por
Dichomitus squalens e Polyporus sanguineus, obtendo atividades de 0,29 e 0,43 U/mL,
respectivamente.

Em um trabalho posterior, ARORA e GILL (2005) estudaram a produgédo de
enzimas ligninoliticas por Phlebia floridensis na presenga dos indutores indulina AT,
polyfon H, Reax 80 e Orzan S, alcool veratrilico e guaiacol. Porém, nao houve aumento

na atividade de MnP.
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5.2. Purificagao e caracterizacao da MnP de B. pumilus e Paenibacillus sp.

5.2.1. Purificacao

Para a fase de captura da MnP produzida por B. pumillus e Paenibacillus sp. foram
aplicados 5 mL do caldo bruto concentrado em coluna Fenil Sepharose. Os caldos brutos
obtidos dos cultivos com os microrgarnismos apresentaram duas fragdes de proteinas
apos essa etapa cromatografica. Para B. pumilus, a fragao | foi eluida a 10% e a fragéo |l
a 100% do tampéo B, enquanto a fragdo | presente no caldo bruto de Paenibacillus sp.
eluiu a 0% e a fragdo Il a 100% do tampao B.

As Figuras 7 e 8 ilustram as fragbes eluidas do caldo bruto obtido do cultivo de B.
pumilus e de Paenibacillus sp., respectivamente.

Testes de determinagéo da atividade de MnP foram realizados com as 2 fragbes
de proteinas eluidas do caldo bruto de B. pumilus. A fragao | apresentou atividade de 0,43
U/L, tendo rendimento de 1,44% e fator de purificagcdo de 0,03 vezes, enquanto a fragao Il
nao apresentou atividade para esta enzima. Apds a concentracao e dialise das fragbes | e
Il, os testes enzimaticos mostraram que a fracdo | apresentou atividade de 4,2 U/L e
rendimento de 14,05%, com fator de purificacdo de 0,18. A fragdo Il, mesmo concentrada
néo apresentou atividade de MnP detectavel (Tabela 2).

Apos essa etapa, as fases de purificagdo intermediaria e polimento foram
conduzidas aplicando-se 2 mL da fracdo | na coluna Q-Sepharose, e dessa forma
confirmou-se a presenca de uma fragcao protéica na amostra, pois apenas uma fracao foi
eluida nessa etapa cromatografica. A atividade de MnP foi de 0,38 U/L, com rendimento
de 1,27% e fator de purificacdo de 0,17, sendo que apds a concentragcdo e didlise da

amostra a atividade foi de 3,45 U/L (Tabela 2).
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Figura 7 — Perfil de eluigdo do caldo bruto do cultivo de B. pumilus em cromatografia de
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Figura 8 — Perfil de eluigdo do caldo bruto do cultivo de Paenibacillus sp. em
cromatografia de interagao hidrofébica, utilizando resina Fenil Sepharose. Tampéao sulfato
de amoénio de 1,7 a 0 M e tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,0, fluxo de 3,0 mL/min.
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Tabela 2 — Sintese das etapas de purificacdo da MnP a partir do caldo bruto do cultivo de
B. pumilus.

Eiap Volure  Atvidade Proteina gopegiic, Rend. TG
(U/mg) Purific.
Caldo Bruto 1000 29,9 0,178 167,98 100,00 1,00
Ultrafiltragéo 100 287 0,387 741,6 959,87 4,41
Fenil Fracao | 140 0,43 0,08 5,37 1,44 0,03
Sepharose | Fragao ll 80 - 0,004 - - -
Ultraf./Dial. | Fragao | 14 4,2 0,1382 30,39 14,05 0,18
Fracao Il 8 - 0,0623 - - -
Q-Sepharose Fracéo | 80 0,38 0,013 29,23 1,27 0,17
Ultraf./Dial.  Fracgéao | 8 3,45 0,11 31,36 11,54 0,19

O mesmo procedimento foi realizado com as 2 fragdes eluidas obtidas do caldo
bruto cultivado com Paenibacillus sp. A fragcao | apresentou atividade de MnP de 0,35 U/L,
tendo rendimento de 2,9% e fator de purificacdo de 0,21 vezes, enquanto a fragéo Il ndo
apresentou atividade para esta enzima. Apés a concentragao e didlise das fracbes l e ll, a
primeira fracdo apresentou atividade de 3,2 U/L, rendimento de 26,49% e fator de
purificacado de 0,32. Na fragao Il ndo foi detectada atividade de MnP (Tabela 3).

Apenas uma fracao protéica foi eluida ap6s a aplicacdo de 2 mL da fragédo | na
coluna Q-Sepharose. A atividade de MnP foi de 0,28 U/L, com rendimento de 2,32% e
fator de purificacao de 0,20, sendo que essa fragdo apresentou atividade de MnP de 2,4
U/L ap6s sua concentragao e didlise (Tabela 3).

A comparacio desses valores com aqueles encontrados na literatura para MnP
ndao é muito significativo pois ha uma alta variabilidade de métodos cromatograficos
utilizados. Duas MnP (MnP-GY e MnP-PGY) provenientes de diferentes meios de cultivos

de Pleurotus ostreatus foram purificadas por KAMITSUJI et al. (2004). O caldo contendo a

42



enzima foi concentrado através de ultrafiltragdo (Amicon PM-10) e aplicado em coluna
DEAE-Sepharose. A eluicdo da enzima ocorreu com tampéao contendo 0,1 M NaCl. Maior
atividade de MnP foi encontrada em MnP-PGY. Apds a concentracdo das fragOes ativas
de MnP-PGY, estas foram aplicadas em coluna Superdex 75 e um pico apresentou
atividade de MnP de 653 U, sendo concentrado novamente e aplicado em cromatografia
de troca anibnica usando coluna Mono-Q. A MnP eluida nessa etapa apresentou atividade

de 265 U.

Tabela 3 — Sintese das etapas de purificacdo da MnP a partir do caldo bruto do cultivo de
Paenibacillus sp.

Eiap Volure  Avidade Profona gpeiiic, Rond. G
(U/mg) Purific.
Caldo Bruto 1000 12,08 0,38 31,79 100,00 1,00
Ultrafiltragéo 100 111,7 0,628 177,87 924,67 5,59
Fenil Fracao | 110 0,35 0,053 6,6 2,9 0,21
Sepharose | Fracao ll 65 - 0,048 - - -
Ultraf./Dial. | Fragéo | 11 3,2 0,317 10,09 26,49 0,32
Fracao Il 6 - 0,3094 - - -
Q-Sepharose Fracéo | 70 0,28 0,044 6,36 2,32 0,20
Ultraf./Dial.  Fragéo | 7 2,4 0,284 8,45 19,87 0,27

HAKALA et al. (2005) purificaram MnP do fungo Physisporinus rivulosus. Depois
de concentrada, a amostra foi aplicada numa coluna Q-Sepharose (Pharmacia
Amersham) para pré-purificacdo e apdés a concentragéo e dialise da amostra, esta foi
aplicada em coluna Fenil Sepharose (Pharmacia Amersham). Posteriormente, as fragdes
foram aplicadas em coluna Mono-Q HR. Na primeira etapa cromatografica, algumas
impurezas eluiram juntamente com a MnP. Na segunda e terceira etapa cromatografica,

as duas fragdes eluidas nao apresentaram homogeneidade no pico cromatografico.
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Através da focalizagao isoelétrica (IEF) e analise de antigenos foi possivel verificar que as

proteinas eluidas eram isoenzimas.

5.2.2. Eletroforese em gel de SDS-PAGE

A purificagdo da MnP foi confirmada através de eletroforese em gel de SDS-PAGE.
A determinagdo da massa molar da MnP foi realizada com uma mistura de proteinas
padroes de baixa massa molar (Pharmacia), através de comparagdo com as respectivas
mobilidades relativas. As Figuras 9 e 10 mostram as bandas das proteinas padrdes e
enzimas purificadas.

As MnPs purificadas de B. pumilus e Paenibacillus sp. apresentaram massas
molares de 25 kDa e 40 kDa, respectivamente. A MnP produzida pelo fungo Irpex lacteus
foi purificada e a proteina apresentou massa molar de 37 kDa (BORAVA et al., 2006).
HOSHINO et al. (2002) purificaram a MnP produzida por Lenzites betulinus e a através de
eletroforese em SDS-PAGE verificou-se massa molar de 40 kDa.

Duas MnP (MnP-PGY e MnP-GY) produzidas pelo fungo Pleorotus ostreatus
(KAMITSUJI et al., 2004), e uma MnP purificada de Trametes versicolor (CHAMPAGNE e
RAMSAY, 2005) apresentaram massas molares de 42 kDa.

De acordo com os resultados do presente estudo e mencgdes reportadas na
literatura, verificou-se que a massa molar da MnP purificada de B. pumilus apresentou

massa molar inferior as de outras MnPs produzidas por fungos.
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Figura 9 — Eletroforese em SDS-PAGE: A — Padrbes; B — MnP purificada de B. pumilus.
Coloracdo com Coomassie Brilliant Blue.
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Figura 10 — Eletroforese em SDS-PAGE: A — Padrdes; B — MnP purificada de
Paenibacillus sp. Coloragdo com Coomassie Brilliant Blue.

45



5.3. Determinagdao do pH 6timo e temperatura 6tima de atividade da MnP
purificada

Os resultados de atividade enzimatica a diferentes valores de pH e temperatura, para a
MnP de B. pumilus e Paenibacillus sp. estdo apresentados nas Figuras 11 e 12.

De acordo com os resultados, houve um aumento gradual na atividade da MnP de
B. pumilus conforme aumento do pH de 5,0 para 8,0, onde foi verificada maxima atividade
(4,3 U/L). Com aumento do pH, a atividade decresceu, sendo de 1,9 U/L a pH 9,0 e 0,45
U/L a pH 10,0 (Figura 11).

Para Paenibacillus sp., o pH 6timo foi 9,0, apresentando atividade enzimatica de
5,65 U/L. A MnP produzida por esta bactéria mostrou ser mais estavel a variagao de pH
do que a enzima produzida por B. pumilus, sendo a menor atividade enzimatica
observada em pH 6,0 (3,56 U/L) (Figura 11).

Verificou-se que o pH 6timo para a atividade de MnP de B. pumilus e Paenibacillus
sp. esta na faixa alcalina. As condi¢gdes de isolamento desses microrganismos foram
direcionadas para a obtencdo de bactérias com maximas atividades enzimaticas em
meios alcalinos. No presente estudo, confirma-se que as atividades maximas das enzimas
purificadas ocorrem nessas condi¢des de pH.

Estudos com enzimas produzidas por fungos mostraram que a atividade 6tima ocorre
em valores acidos de pH. A MnP produzida por Phebia floridensis (ARORA e GILL, 2005)
e duas isoenzimas de MnP denominadas MnP, e MnP, (BOER et al., 2006) produzidas
pelo fungo Lentinula edodes apresentaram pH étimo de 4,5.

Quando Bjerkandera adusta UAMH 8258 foi cultivada em presenga de 2,6-
dimetoxifenol, alcool veratrilico, guaiacol e ABTS maxima atividade de MnP ocorreu a pH

5 (WANG et al., 2002).
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Figura 11 — Atividade de MnP de B. pumilus e Paenibacillus sp. em pH 5,0 e pH 6,0 —
tampao citrato-fosfato 0,2 M; pH 7,0 e pH 8,0 — tampéao fosfato de sddio 0,2 M; pH 9,0 e
pH 10,0 — tampé&o glicina-NaOH 0,2 M.

—&— Bacillus pumilus

—— Paenibacillus sp.

Atividade (U/L)
o

25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Figura 12 — Atividade de MnP de B. pumilus, em pH 8,0 — tampao fosfato de s6dio 0,2 M

e de Paenibacillus sp., em pH 9,0 — tampao glicina-NaOH 0,2 M, em diferentes valores de
temperatura.
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CHENG et al. (2007) isolaram e purificaram uma MnP produzida pelo fungo
Schizophyllum sp. F17 e esta apresentou pH 6timo de 6,8.

Em seguida foram estudadas as atividades de MnP em diferentes valores de
temperatura, sendo que os ensaios ocorreram no valor de pH 6timo determinado
anteriormente para cada microrganismo, ou seja, pH 8,0 para B. pumilus e pH 9,0 para
Paenibacillus sp.

A temperatura 6tima de atividade da MnP de B. pumilus foi 25 °C, com atividade
de 4,3 U/L. Nenhuma atividade enzimatica foi detectada a 55 °C e a 60 °C (Figura 12).

Para a MnP de Paenibacillus sp. a temperatura 6tima de atividade foi 35 °C, com
atividade de 11,74 U/L (Figura 12). Assim como ocorreu com a atividade da MnP de B.
pumilus, a enzima produzida pelo Paenibacillus sp. também sofreu desnaturagdo quando
submetida a 55 °C e 60 °C.

Verifica-se uma variagdo quanto a temperatura 6tima da atividade de MnP
produzida por diversos microrganismos. A MnP purificada de Aspergillus terreus LD-1
revelou maxima atividade a 37 °C (KANAYAMA et al., 2002), enquanto GILL e ARORA
(2003), estudando a MnP produzida por Dichomitus squalens, Irpex flavus e Polyporus
sanguineus concluiram que a melhor temperatura para a atividade desta enzima foi 30 °C
para os trés microrganismos. Nenhuma atividade foi verificada a 35 °C, exceto para a
MnP de Polyporus sanguineus. Em estudo posterior ARORA e GILL (2005) mostraram
que a temperatura 6tima de atividade da MnP produzida por Phebia floridensis foi de 25
°C.

Nesse estudo, a temperatura 6tima de atividade da MnP purificada de B. pumilus
se compara ao menor valor de temperatura étima reportada na literatura. Ja para a MnP

purificada de Paenibacillus sp., a maxima atividade ocorreu a 35 °C, temperatura
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idéntica a encontrada para a MnP purificada produzida pelo fungo Schizophyllum sp. F17
(CHENG et al., 2007).

A Tabela 4 resume alguns trabalhos realizados com MnP, mostrando os
microrganismos estudados, principais condi¢des de cultivo e producdo e atividade
enzimatica.

Através dos resultados obtidos no presente trabalho verificamos que a atividade de
MnP observada no caldo bruto de cultivo de B. pumilus (31,66 U/L) foi quase trés vezes
superior a encontrada para a MnP de Paenibacillus sp (12,33 U/L). No entanto, a
atividade da enzima de B. pumilus purificada foi inferior, devido a perdas ocorridas

durante as etapas de purificagéo.
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Tabela 4 — Atividade de MnP encontrada na literatura para diferentes microrganismos.

MICRORGANISMOS CONDIGOES DE CULTIVO E PRODUGAO ATIVIDADE = REFERENCIAS

DA ENZIMA (U/L)
. . Caldo extrato malte, pH 5,5 a 25 °C, apds 8
Dichomitus squalens dias 290
Caldo sais minerais com palha de arroz, pH GILL e ARORA,
Irpex flavus 5,5 a 25 °C, apos 8 dias 340
2003.
Polyporus Sanguineus CaIdO extrato malte, pH 5,5 az25 OC, ap(')s 8 430
dias
Meio extrato de levedura, peptona/glicose,
KAMITSUJI et al.,
Pleurotus ostreatus pH 7,5 a 28 °C,apods 740
2004.
8 dias
Caldo de sais minerais, pH 4,5 a 25 °C, ARORA e GILL,
Phlebia floridensis 60
apos 4 dias 2005.
Caldo extrato de malte, a 30 °C,
Ganoderma sp. 7,8 SILVA et al., 2005.
apos 7 dias
Glicose como fonte de C, pH 6,0 a 25 °C, MIKIASHVILI et al.,
Trametes versicolor 44
apos 8 dias 2005.
Meio xilana, suplementado com indulina AT,
B. pumilus pH 9,0 a 45 °C, ap6s 8 h. 31,66
B. pumilus MnP purificada, pH 8 a 25 °C 4,3 PRESENTE
ESTUDO
Paenibacillus sp. Meio xilana, pH 9,0 a 45 °C, apds 20 h 12,33
Paenibacillus sp. MnP purificada, pH 9,0 1174
a35°C ’

5.4. Estudos da descoloracao do efluente da industria papeleira
Para os estudos da descoloracdo do efluente da industria papeleira optou-se pelo
emprego do microrganismo, com base em estudos anteriores desenvolvidos com fungos.
Assim, as bactérias foram inoculadas separadamente no efluente da industria papeleira
apos a correcao do pH para 7,0, 9,0 ou 11,0. O estudo foi conduzido conforme descrito no

item 4.2.8. Foi utilizada a temperatura de produgéo de MnP, ou seja, 45 °C.
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5.4.1. Determinagao da cor real

A cor real do efluente nao tratado foi de 887, 781 e 597 mgPt-Co/L para os pHs
7,0, 9,0 e 11,0, respectivamente.

Apods o tratamento do efluente com B. pumilus, os valores da cor real foram
reduzidos. Na Tabela 5 estdo apresentadas as porcentagens de reducado da cor real apés

24 h e 48 h de tratamento com B. pumilus e Paenibacillus sp.

Tabela 5 — Remocdo da cor real do efluente com diferentes valores de pH apds
tratamento com B. pumilus e Paenibacillus sp.

REMOGAO DA COR REAL APOS TRATAMENTO

TEMPO DE °
EF"(gE;‘”E TRATAMENTO (%)

(h) B. pumilus Paenibacillus sp.

24 20,63 23,04
7,0

48 24,01 41,08

24 29,24 36,32
9,0

48 41,87 42,30

24 28,42 35,85
11,0

48 29,98 31,55

As Figuras 13 e 14 apresentam os valores médios de remog¢ao da cor real do
efluente da industria papeleira apés o tratamento com B. pumilus e Paenibacillus sp.,
respectivamente. O tratamento do efluente com Paenibacillus sp. de forma geral, foi mais
eficiente do que o tratamento com B. pumilus, sugerindo que outras enzimas ligninoliticas,

que nao foram alvos deste estudo, possam estar sendo produzidas pelo microrganismo.
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Figura 13 — Remocao da cor real do efluente da industria papeleira tratado com B.
pumilus.
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Figura 14 — Remocgdo da cor real do efluente da industria papeleira tratado com
Paenibacillus sp.
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Um estudo realizado por SAHOO e GUPTA (2005) utilizando enzimas ligninoliticas
dos fungos Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, comprovou que essas enzimas
estdo aptas a remover a coloragdo de efluentes da industria papeleira. A. fumigatus
produziu descoloracdo de 55,5% quando o ensaio ocorreu em estado estatico e 89,3%
quando o ensaio foi realizado com agitagéo, e A. flavus foi responsavel por 53,5 e 84,0%
de remocgdo nessas mesmas condigcbes. A diferenca de remocgdo da cor do efluente
nessas condi¢des pode estar relacionada as diferengas de aeragédo empregadas.

Pleurotus sajor-caju, P. platypus e P. citrinopileatus também foram alvos de
estudos para a remogao da cor do efluente da industria papeleira (RAGUNATHAN e
SWAMINATHAN, 2004). Dentre as trés espécies, P. sajor-caju foi o microrganismo que
apresentou o melhor resultado, removendo 66,7% da cor do efluente em 6 dias de
tratamento.

A utilizacdo de enzimas bacterianas para a remocdo da cor do efluente da
industria do papel foi reportada na literatura apenas na década de 1980. Em estudos com
fungos, verifica-se que ha alta remocgéo da cor do efluente, observando-se eficiéncia entre
55% e 90%. Porém, para se obter essa faixa de eficiéncia, sdo necessarios no minimo
trés dias de tratamento com o microrganismo, sendo que ha estudos nos quais verificam-
se maiores taxas de remogao da cor em 144 horas (6 dias), o que pode nao ser viavel
industrialmente.

No presente estudo, obteve-se eficiéncia de cerca de 40% de remogéo da cor
apos 48 h, o que mostra que um aumento no tempo de tratamento do efluente com

bactérias, além deste periodo, pode levar a mesma eficiéncia obtida com fungos.
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5.4.2. Determinagao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

O efluente ndo tratado e o efluente tratado por B. pumilus e Paenibacillus sp.
foram avaliados quanto a DQO. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 15 e 16.

Os valores médios de DQO do efluente ndo tratado foram de 2157,92, 2221,68 e
2297,59 mg/mL, respectivamente, quando o pH foi acertado para 7,0, 9,0 e 11,0. Na
Tabela 6 estdo apresentadas as porcentagens de reducdo da DQO apds 24 h e 48 h de

tratamento com B. pumilus e Paenibacillus sp.

Tabela 6 — Remogao da DQO do efluente com diferentes valores de pH apds tratamento
com B. pumilus e Paenibacillus sp.

REMOGAO DA DQO APOS TRATAMENTO

TEMPO DE o
EF"(gE;‘”E TRATAMENTO (%)

(h) B. pumilus Paenibacillus sp.

24 20,46 19,11
7,0

48 21,19 19,41

24 21,95 22,34
9,0

48 22,08 22,89

24 23,13 23,70
11,0

48 23,58 23,91

O estudo da remocgao da DQO do efluente da industria papeleira por B. pumilus e
Paenibacillus sp. nao revelou mudangas significativas quando 24 h ou 48 h de tratamento
foram utilizadas.

NAGARATHNAMMA et al. (1999) estudando a remocao da DQO do efluente da
industria papeleira pelo fungo Ceriporiopsis subvermispora, obtiveram 45% de eficiéncia

apo6s 48 h, cerca do dobro obtido no presente trabalho.
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Figura 15 — Remocao da DQO do efluente da industria papeleira tratado com B. pumilus.
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Figura 16 — Remogdo da DQO do efluente da industria papeleira tratado com
Paenibacillus sp.

55



RAGUNATHAN e SWAMINATHAN (2004) verificaram a redugédo de DQO em seus
estudos de remogao da cor do efluente da industria papeleira. Pleurotus sajor-caju
mostrou ser a espécie mais eficiente, reduzindo 61,3% da DQO em 10 dias de tratamento.

Novos isolados de Fomes lividus e Trametes versicolor foram capazes de reduzir
66,7 e 59,7% da DQO presente nesses efluentes (SELVAM et al., 2002). A maxima
remocdao da DQO observada neste estudo nao ultrapassou 24% para os dois
microrganismos estudados.

A literatura reporta estudos utilizando fungos que alcangaram alta remogéo da
DQO, quando comparadas aos valores de remocao alcancados por B. pumilus e

Paenibacillus sp.

5.4.3. Cromatografia de permeacao em gel do efluente da industria papeleira

A distribuicdo das massas molares do efluente da industria papeleira, nao tratado
e tratado com B. pumilus e Paenibacillus sp. foram determinadas por cromatografia de
permeagao em gel. As amostras do efluente tratado que apresentaram melhores
resultados no conjunto de ensaios cor real e DQO foram selecionadas para esse ensaio,
ou seja, pH 9,0 e 48 h para ambos os microrganismos. Embora os valores de DQO néo
tenham apresentado diferengas quando se considera os diferentes pHs e tempos
estudados, tais condi¢des foram escolhidas em fungdo da remocgao da cor.

A distribuicdo das massas molares do efluente ndo tratado e das amostras
tratadas apos 48 h com B. pumilus e Paenibacillus sp. estdo representadas nas Figuras

17, 18 e 19, respectivamente.
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Figura 17 — Perfil da massa molar do efluente da industria papeleira a pH 9,0 em
cromatografia de permeagéo em gel, utilizando resina Sephadex G-75. Tampao NaOH e
LiCl em sistema isocratico, fluxo de 2,0 mL/min.
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Figura 18 — Perfil da massa molar do efluente da industria papeleira a pH 9,0 apos 48 h
de tratamento com B. pumilus em cromatografia de permeagéao em gel, utilizando resina
Sephadex G-75. Tampao NaOH e LiCl em sistema isocratico, fluxo de 2,0 mL/min.
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Figura 19 — Perfil da massa molar do efluente da industria papeleira a pH 9,0 apos 48 h
de tratamento com Paenibacillus sp. em cromatografia de permeagédo em gel, utilizando
resina Sephadex G-75. Tamp&o NaOH e LiCl em sistema isocratico, fluxo de 2,0 mL/min.

De acordo com SAHOO e GUPTA (2005) estudos da distribuicdo da massa molar
apos a remocao da cor de efluentes sao utilizados para determinar a modificagao que
ocorreu em grupos cromotroéficos responsaveis pela cor. Através da comparagao do perfil
da fracdo eluida do efluente e das fragdes eluidas apdés o tratamento com os
microrganismos, verifica-se diminuicdo nas massas molares. As areas das fragdes
sofreram redugdo de aproximadamente 60% e 70% com o tratamento por B. pumilus e
Paenibacillus sp., respectivamente, confirmando que compostos foram depolimerizados
durante o tratamento.

Ensaios cromatograficos com o efluente da industria papeleira, ndo tratado e apés
o tratamento com o fungo A. fumigatus, mostraram que as fragbes eluidas apresentaram
decréscimo significante nos compostos de alto e médio peso molecular, e baixa

concentracdo de compostos de baixo peso molecular, confirmando assim a
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depolimerizac¢édo e degradagao bioquimica dos compostos responsaveis pela coloracédo do
efluente SAHOO e GUPTA (2005).

Um estudo realizado por NAGARATHNAMMA et al. (1999) revelou que Ceriporiopsis
subvermispora foi capaz de degradar compostos presentes no efluente da industria
papeleira. Ensaios utilizando HPLC indicaram que macromoléculas apresentavam pesos
moleculares de 16 kDa. Apds o tratamento com o fungo, essas macromoléculas foram

degradadas a compostos de baixo peso molecular (< 1 kDa).
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6. CONCLUSOES

- B. pumilus e Paenibacillus sp. foram aptos a produzir MnP em meio alcalino contendo
xilana como unica fonte de carbono;

- O estudo da adigdo de indutores ao meio de cultivo mostrou que a Indulina AT foi o
principal indutor responsavel pelo aumento da atividade da MnP de B. pumilus, enquanto
a presenca de indutores nao afetou a producao de MnP por Paenibacillus sp;

- A purificagdo do caldo bruto de cultivo dos microrganismos, em cromatografia de
interacdo hidrofébica, utilizando coluna Fenil Sepharose, permitiu a eluicdo de duas
fragbes protéicas (FI e Fll), sendo que apenas a Fl de cada microrganismo apresentou
atividade de MnP;

- As maiores atividades das enzimas purificadas ocorreram em pH alcalino, e a
temperatura de 25 °C para B. pumilus e de 35 °C para Paenibacillus sp;

- A atividade de MnP observada no caldo bruto de cultivo de B. pumilus foi quase trés
vezes superior a encontrada para a de Paenibacillus sp. No entanto, a atividade da
enzima de B. pumilus purificada foi inferior devido a perdas ocorridas durante as etapas
de purificacao.

- O cultivo das bactérias no efluente da industria do papel mostrou que maior remocéao de
cor e DQO ocorreram em pH 9,0 e 45 °C, apos 48 h.

- De acordo com os resultados obtidos, é possivel afirmar que as bactérias B. pumilus e
Paenibacillus sp. apresentam potencial para aplicacao na remocgao da cor do efluente da

industria papeleira.
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