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RESUHGO

Neste Itrabalho, fol estudada a produglo e caralerizagio das

ligninases de Chrysonilia sitophila, & biodedradasdo de lidgnos-

culfonato e oulros aspeclos relacionados com o sistema ligninoli-
tice deste ascemicelo.

A worodus4o de enzimas fol influenciadas pela composigdo do
zubstralo, sendo gue materials conltendo lignina, comd nadeira de
pinus; bagaszo de cana @ casca de arroz; induziram a UR&a maior
produglc 42 tenol~-oxidases e de Hglsn.

Alts concentirasio de nitrogénio {746 m¥/ /13 e cultura nfo oXi-
genada foram as condisBes de cullivo para malores Lioctransforna-
c8es de lignossulfonalo por este microordanismo segdundo determi-
nado pelas varisgdes na absorkincia,; fluorescincia e distribuigdo
de wpescs moleculares. A intensidade da biodedradaséo de 1idnoes-—
culfonate fai d& 48 %, medida pelo método da nitrosolidnina.

Andlises da lidnossulfonato anltes 2 apds bindedradagdc foram
reaxlizadas & cam?a?adas com o srocesso de dedradasdo fologquimica.

TyBe enzimas com altividade ligninase foram sewparadas. Estas
2%a themoproleinas com peso molecular de 68,0 ; 48,3 o 48,0 kxDa e
pontos isceléliricos de 9,1 ; 7,8 & 4,5 respeclivamente. Carate-
ricsticas espectroscdpicas, pH e concentrasdo de Holg atimo foram
determinzdos,

Foi detectads a presenga de alcool veratrilicﬁ no meia  ex-—

tracelular de C, sitophila & seus produtos ds degradagdo foram

estludados por HFLC = sspectroscopia UV,



Tm culturas realizadas num biorrealor de 15 1 fﬁram obtidas
2=a  4/1 de ligninase medidas pela oxidagdo do &dlcool veratrilico
as correscondente aldeido.

Também f0i experimentada a imobilizagdc do fundo en supories
poliméricoes {(naylon 2 poliuretane} obiendo-se um aumenic na produ-
¢4g de ligninase., 0 usc dos deterdentas Twen-BG e triten x—-10C
paras aumentar a alividade ligdninase ¢ discutido,

Um método guimiluminescentle & suderido para medir a ativi-
dade ligninclitica tolal de uma culiura; o gual mostrou hoa cor-

relacdo com & alividade ligninase.



ABSTRACT

The wroduction and characterization of lidgninases fronm

Chrvsonilia citophila, the biodegradation of lidnosulfonate and

other aspects related to the ligninolyiic system of ihis fungus
was studied.

The production of the enzymes wWas influenced by the
zubstrale ocomposition. A hidher productlion of phenol-oxidase and
Ho03 was vreached when materiale containing lignin like wood
pinusy; sudar ¢ane bagdasce and rice hull were used as subsiratles.

High nitrecdern conceniralion (76 nH/1) and non sxygenaté&
culture were the best cullure conditions for greatler
lignosulfonale biodedradation by this microorganism. determined
by the absorbance variations, fluorescence and molecular wheight
distribution. The intensitly of lignosulfonate biodegradation by

C.sitophila, measured by tlhe nitrosolidnin method, was 48 %,

Analysis “Qf The lignosulfonale hefore and after
biodegradation were made and compared with the process of
photochemical dedradation.

Three enzymes with ligninase aclivily were isclated. They
are hemoproteins with molecular weight 68.0, 48.3 and 48.0 KDz
and isoeleciric points 9.1, 7.8 and 4.5 respeclively.
cpectroscopic characteristics, optimum pH and HzOz concenlrations
were determined.

Yeratryl =alcchol was detecled in the extracellular mediun

of €. sitophila and itls degradatlion productls were studied by HPLC

and UV specliroscopy.
fultures carried oul in 15 1 Licreactor produced 250 U/1 of

iidninase measured Ly the oxidation of veralryl alcohal 1o the



sarrespondent aldehyde.

Fundsal immobilization on polymeric supporls (nylon and
polvureiane tpam? increased the production of lidninase. The use
of Tween 8¢ and triton X-100 in order to increase ligninase
production is discussed.

A guimiluminescent method is sudgested 1o measure the total
ligninolytic activily of a culture, which showed good correlation

to ligninase aclivily.



ABREVIATURAS

CB@: Celobiose guinona oxidorredulase
¥BE: Xilose guinona axidorredulase

ALC, WER.: Alccool veralrilico
y.A.Oxidase: Alcool verairilico oxidase
gDS: Dodecil Sulfonatlo de Sddio

CP8: Conltas por sedundo

CP¥: Contas por minuto

L.8: Lignossulfonato

HRP: Peroxidase de raiz forle

LiP: Lignina Feroxidase



1. INTRODUGHO

A Liomasss 4 composia principalments POy Eaieriais
lignoceluldsices (93%) produzidos através da fotossintese. Deste
total, aproxximadamente 40 % corresponde a celulose; 20 % a
lignina e =20% a hemicelulose. Em viriude da sua. abund8ncia e
import3ncia come fonle renovavel de recursos gqguimicos; seu esiudo
ven merecendo malor alengdo a éada dia.

A biodedradagio da lignina apresenta interessantes problemas
2 nivel fisielégico, enzimolddico e mecanistice, gue apesar da
intensa pes—uisa nos wlilimos gquinze anas, ainda n%p eslio
tatalmente esclarecidos. 0O estude do sislema lidninciitico de
novos microoardanisnos; pode zjudar & compreensio destes
prohlemnas.,

Considerande gue a biotecnolodia implics na gxploragdo
tecnolddica dos processoes hinlég;cos, uia série de aplicacles na
indistria de pclpa de celulose, no aproveitamente de residuos
adroindustriais,; e no iratamenio de contaminanies anbientais,
curdem deo conhecimento acumulado no estudo da biodedradagfo da

lidnina e sexrio disculidas no {tem 1.6 (p.23).
1.1 LIGHIHMA: ESTRUTURA FE RBIOSSINTESE.

A lidnina & um polimeroc aromatlico, tridimensional,; comnpos-—
1o basicamente de ir8s diferentes tipos de Adloconis p-hidroxicina-
milicos (Fidura 1). A& lidnina, Jjunlo com a hemiceluleose & pectlina
rodeia os espacos enire as fibrilas de celulose, dando as plantias

recsistBnoia ao esforco mec8nico e formande uma barreira protelora



s

contra o =&%tague de microordanismos.

A guantidade relativa dos &lcoois cinamilicos no polimero
determina o tipo de lignina. Ligninas de madeira mole sio pyringci-
palmente polimeros de dlcool coniferilico; ligninas de madeira
durs sfo misturas poliméricas de 4icocl conifer{lico e dlcool si-
nzpilico ¢ ligninas de ervas sfo misluras dos tr8s &lccois {(Fen-
del e Wedener, 198475,

A biossintese da lidnina comeca COm 3 conversfoc da glicose
praoduzida na folossintese, em &cido chiguimico, a pariir do qual
z%o formadoes os aminoidcidos arométicos L-fenilalanina e L-tirosi-
na via Acide prefEnico (fidura 17. s amincicidos s%o desaminados
a seus correspondentes icidos cin3micns, 0s guais, por SuUcessivas
hidroxilac8es & melilac¢bes, produzem 0% scidos p—cumdrico, cafeli-
co, ferdlico; S-hidrdxi-fertlico e Acido sinapilico. s gorres-
pondentes idlcoois cinamilicos s&%o0 finalmenle formados por aliva-
;%c enzimalica e redug%o dos correspondentles idcidos e aldeidos.
Todas as 1ra£5furmagﬁes acima ocorrem por via enzimdlica que in-
cluem lacases e peroxidases (Fengdel e Wedener; 1984).

A macramolécula lignina, € o resultado da combinaso radica-
lar dos &lcoois cinam{licos e nao pode ser descritla por uma sim-
ples combinagio de poucas unidades monoméricas ligadas em forma
repetitiva, como no caso da celulose ou polioses. Sua esirutlura é
matéria de modelos, & um deles esia representado na figura 2

{Tien, 1987),
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FIGURA 1. Biossintese da lignina (Rj=Rg=H: Alcool p-cumarilico)

Ry=H, Rp=0CHz: Alcool coniferflico; Ry=Rp=0CHgz:Alcool sinapilico.

{Fendel e Wedener, 1984).
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FIGURA 2. Esirutura representaliva da lidning. As esiruturas en

corresponden aos modelos B-0-4 (esquerda) e F-1 (direi-

1987).

destagque

ta) utilizados em estudos de dedradacdo de lignina {Tien,
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1,2 BIODEGRADACHO DA LIGHINA.

L dedradacfo biolédica da lignina € uma parte importante do
cicie de carbono-oxigBnioc, sendo quantitativamente um dos mals
importantes ciglos da biosfera. Diversos f&ngaé e aldumas espé-
cies de baciérias sdo capazes de degradar iignina (entendendc o
termo dedradacle num senso amplo que inclui n&%o sé a completa de-
composigdo para COp e Hz0 mas também vérias modificagles ou
bicalteracBes tzis como desmelilagles, oxidacfBes & reduslzs par—
cisiz). HNas natureza, & dedradaglo da lignina é o resultado da

as8c cooperativa enlre diferentes tipos de microordanismos.
1.2.1 Fungos.

Segqundo o tipo de degradagfio que causam na madeira, os fun-
dos podem ser classificados da seduinte forma: a) Fundos de de— -
compesic&o branca (Hhite rot fungi’), sdo capazes de degradar o0s
tr8s principais componentes da madeira (celulose, lignina e hemi-
celulose) em velocidades 5imilaré5 {(Kirk e Farrell,1987). A esle
grupo pertencem os mais eficienles e mais estudades fundos degra—
dadores de lidnina; b) Fundos de decomposisdo parda {"Brown rol
fungi’) s8o responsdveis pela dedradac%o dos polissacarideos da
madeira, causande limitadas modificagles na lignina, deixando in-
tactos os anédis aromélicos, c¢) Fungdos de decomposisfc branda
(“soft rot fungi”), produzem um amclecimento caracteristlico na
superficie da madeira, dedradando a iignina mais lentamente gque

os carboidratos, causande limitadas nodificaches.



Os fundos de tlindimento azul (“blue sizining fungi’®) tlanbém
s%o associados 2 madeiras delerioradas, porém eles ndo causam SUuU’
dedradaslo (Fendel e Wedener, 19847,

0 mazis estudade fundo gue degrada lidnina & o bési&iomineto

de decomposisido branca Phanerochaele chrysosporium isolado ini-

cialmentie por Burdsall e Eslyn (1974}, porém tﬁm sido reiatlados
pulros fundos capazes de degradar lidnina 180 eficienienenle como

ele: Coriolus versicolor, Pycnoporus cinnabarinus, Phlebia ra-

iz

diata, Poria subacida, elc. (Leisocla e Fiechter, 1983; Enoki e

gol., 1988; Durédn e col. 1990a; revis3c) e recentemente 1ZU-154
que tem demonsirado alla capacidade para degradar lidnina {Hishi~-

da; 19892.

1.2.2 Baclérias

tomente poucas espécies de baclérias capazes de atacar & ma~—

cromolécula de lignina s8¢ conhecidas. Entre elas a mais estudada

¢ Sirepilonices viridnsporﬁs {Deobald e Crauford, 1989 ¢ referfn—

eias ali incluidas), Usualmenle a extensdo e velocidade da dedra-
dagdo causada por baclérias lem zido modesta comparada com fungdos
de decomposic¢io branca.

Nz mineralizas%o de lidnina por 8. viridosporus, uma grande

parte dela & transformada num polimero sgluvel em Adua que preci-
pita a pH &cido conhecido como APPL (do ingles “acid—precipitabie
polymeric lignin”) (Crawford e col. 1983). Uma vez produzido, AP~
PL é relativamente resislente 3 postierior dedradagio por Strepto—
mices. A degdradaslo de lignina por bactérias foi recentementie re-

visada por Vicufa (19883,



1.3 ENZINMOLOGIA DA DEGRADACAC DE LIGHIEA,

&4 hmiodearadac¥o da lignina & realizadas pela agdo de varias
enzimss s=xtracelulares gus wvariam de um microorganismo para
autro., Entre elas podemos citar as fenoi~oxidases, oxidases,
depetoxilases, otc.

fenoloxidase & um noms gendrico pars degianar trés tipos de
SNZ1iMAsa peroxidases, lacasss e Lirosinases {Ander = Eriksson,
1978). &= peroxidases s¥o enzimas que contém um grupo hemg @
FEGUSrEn peréxido  de hidrogénio, Lacases @ tirosinases <onlém
coabre, ndo requerem peréaxido e variam entre elas pola
especificidade quanto aoc subsirato, #4s tirosinases om geral s3o
intracelulares, o que as faz de menor importéncia na degradagio
da lignina.

A presenga destas  enzimas  tem sido relacionada <om A
abilidade dos micrmorganiﬁmas' &m dearadar lignina, Isto foi
demonstrado &M 1983 pela descoberta de uma psroxidases =m
culturas e P, _chrysosporium (Tien e Kirk, 1983; Glen < <01,
19833) chamada de liagnina-peroxidase ou ligninase < de uma ouilra
perox idase dependents de manganés, chamada de mangands—peroxidass
{Kuwahara &« col,, 19843, A tabela 1 apresenta as enzimas
enuoluidas na biodegradag¥o de lignina e o0S Hicroorganismos
produtores.,

A relag8c entre as enzimas envolvidas na degradagdo de
materiais lignoceslulédsicos, pode ser visualizada na figura 3
bazeada em experifncias com P. chrysosporium,

6 hiodegradasdo dos polissacarideos vegetais, taiz Conp

coluloss = hemicelulose foil revisada resentemsnte por Hard & Moo~



Young (1989 ).

A necessidade da ac¢do de miltiplas enzimas para a
despolinmer izas8c de lidnina deve-se ao tato de gus as fenol-
oridases proporcicnam a formasfo de radicais que esponianeanente
repolinerizan, o que deve ser evitado vpela ac¢fo de oulras
enZimas, Até o presente; nic foi possivel encnntra? uma mislurs
de enzimas gque despolimerize lidgnina in vitro, o qgue 54 aconlece
na presenca de culturas intaclas de microorgdanismos (Kern e col.
i989; Erikssony 19907, Samente em casos especificos CORG
iidnossul fonatos; lignina—DHP na presenga de sclvente ordEniceo e
lignina em lignoceluldsicos foi okservada biocdedradasdc por
peroxidases L& auséncia de micélio. ¥ possivel que a
repolimerizagdo de lignina observada in vitlro seja uma excessdo,
Jj& gue in natura a lignina faz parte de uma malriz conposla de
carboidratlo ligads covalentemente & hemicelulose, onde a
repolimerizasdo & evitada (Haemmerli e col., 1988 e refer&ncias
ali incluidas).

o mecanismne da degdradasfoe enzimdtica da lignina foi
glucidado com o0 uso de compostos-modelo de lignina {Higuchi,
1989), como os dimeros mosirados em deslaque na figura 2, e
através de estudos de biodedradagfo in situ (Cheng e Chand,

1985).
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1. XICROCRGANISHOS PRODUTORES DE EKZIMAS EXVOLVIDAS

MA BIODEGRADAGHO DE LIGHINAS
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Chryvsonilia sitophila
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Phlebia radiala
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Streptonices viridosporus

Coriolopsis opeccidentalis
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Tien e XKirk, 1983; Glenn e col.

19835 Tien, 1987 {revisfol.

Tindscn e col.; 19873 Lobarzewski,

1990 {revisdol.

Durdn & ocol., 1987, 1988=a.

Giswas~Hawkes o col., 1987.

Hiku-Paavola 19873 Niku-Paavola e

cel.; 1990 (revisdo),

Waldner e col., 1988.

Rachamandra & col.; 1987, 1988,

1589.
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¥uwahara e col.,1984; Goid e
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Johansson e Hynman, 1987

Hatltaka # col., 1989; Niku-

Paavola e col.; 1990

Herud e Hisurcovd, 1989

Forrester & col. (1990
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Coriclus versigolor (%7 Farmer e col.; 1@505
Pleurolus ostrealus Waldner e col., 1988
Bijerkandera adustia Haldner e cei,,‘lqas
Fomes lignosus Waldner e col., 1988
Pleuroctus sajor-caju Bourbonnais ¢ Paice, 1988
citreptomyoes viridosporus Leobald e Crawford, 1989
Pleurotus eryndii Guillén e col., 1990
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Adaricus bisporus Yood, 1980.

Pleorotus osireatus Platt & col. 1984.

Daedalea flavida Arora e Sandhu, 1985.

Rigidosporus lidnosus Geiger e col., 1986

Phellinus noxius Geiger e col., 1986

Trametes versicolor Yon Hunolstein e col., 1986

Phlebia radiata Niku~Paavola, 1987; Niku-
Paavola e col., 1990. |

Pieurotus sajor-caja Rourbonnais e Paice, 1988
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(&) Somente estdo considerados alduns migroorgdanismos descrilos

comng degradadores de lidnina.



1.3,% Lignina—peroxidase.

En 1983 Tien g Xirk¥ e Glenn e col. descobriram
simultaneazmentie, uma peroxidase extracelular envolvida na
degradaso de lidnina. Esta desnosberta foil possivel dra¢as ao
trabalho de Forney e coel. ¢ 1982) que descreveu umarrelagﬁe gnire

a atividade ligninclitlicz de P. ehrvaosporium ¢ a produg8o de

HaOg.

Feta enzima foi ohamada de ligninase e ©posteriormente
lidgnina-peroxidase (LiP Y, As purificascfies iniciais de LiP
apresentaran dados descrevendo apenas uma enzima de +1:3-%]

maolecular 42.000 Dz e ponto isceléilrico de 3,5 (Tien e Kirk,
19843 Gold e col. 1984). Posteriormentie foi demanstrado gue €nm

culturas de P. chrysosporium, LiF s3c uma iam{lia de isocenzimas e

sua proporgfc e natureza, variam com & cepa € condiches de
cultivoe wutilizadas {(Lleisola e col. 1987; Kirk e col. 1986 ).
Fstas isoenzimas foram esltudadas em detalhe por Farrell e col.
{1989) e por Glumoff e col. (1990).

Lidnina-peroxidase tem um polencial de oxidagdo superior Aas
peroxidases ti{picas, come peroxidase de raiz forte (HRP). LiF ¢
capaz de oxidar todos os substiralos oxidados por HRF mais uma
variedade de compostos aromé&ticos meloxilades usados em estudos
como compostos modelo de lignina, gque nfo sd3c subsiralo para HRP.
# possivel que o fator principal da malor capacidade de oxidar
substratlos por LiP seja devido 2 condiglo de pH muito &cido (2,53
requerida por esla enzima o gque facilila a forma¢80 de cédilion

vradicalar {(Palmer e gol. 19872,
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A medida de atividade de LiP esta baseadas na oxidacdo de
slepal veratrilico (&lcool 3,4-dimetoxibenzi{lico) para aldetido
veratrilico gue absorve intensamente é&nm 310 nm. Com esle ensalo;
tem sidoc poessivel deteclar atividade lignina-peroxidase no meio
extracelular de vérios microordanismos, come mostrado na labelsa
1. A&ssim como oculras peroxidases, 0 PasscC inicial ﬁa catidlise de
LiP & a reaglo de LiP com Hp0p como mﬂsirada na figura 4. O
mecanismo de asko da LiP envolve a abstragic de um elélron do
anel aromdatico da ligninsa, formando cation radicalar,; CORO
mostrado na fidura 5, para a degradacio do 4lgool veralrilico,

;Eccoi veratrilico ¢ um metabdélite secundérioc de P. Chyysts—
porium {(Lundanisl e Xirk, 19783 e tem unm papel imporitanie na bio-
dedradac¢do de lignina por este fundo, ztuando na indug¢do e esla-
bilizac%o das ligninases (Faison e Kirk 1983, Faison e col. 1986,
Haemmerli e col., 1986). Harvey e col. (1984) propuseram gque o al-
cool veratrilico alua conoc um mediador na oxida¢fo da lidnina por
ligninases (figure &). Glenn & col. {1986) suderiram um mecanismo
andlodo, usando um complexo HKn¥t-lzctato e En—-peroxidase.

As propiedades de LiP foram excelentemente revisadas por

Tien {1987) & Gold e col. {1989,
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V4
Ha02 LIGHINASE ALCOOL +- LIGHIHA
REDUZIDA VERATRILICO
% -
4, LIGHINASE ALCOOL : . LIGHIXHA
GEIDADA VERATRILICO DEGRADADA

FPIGURA &, TDedradas¢i%o de lignina por ligninase com 4dlcool veratri-

lico comno mediador.

1.3.2 Handan®s-peroxidase.

Subsequente & descoberta de LiP, XKuwahara e gol. {19842

identificaranm =31 culturas de P. chrysosporium umna oulra

peroxidase que depende de mandanfs para sua atividade. Ecta
enzima exisle como uma série de iscenzimas com ponlo izpelétirico
variando de 4,2 até 4,9 e é uma dlicoproteina de peso melecular
aproximade de 46.000 Da (Glenn e Gold, 1985; Gold e col., 1989).
HnP & guantificada pela oxidagdo de fenol-vermelho (Gold e col.
1989 ou vanililcetona (Paszczynski & col., i%85) na presenca de
Hn( 11D,

No mecanismo de ¥nP, Hn (11) & oxidado pars Mn(111) que por
sua vez oxida uma drande variedade de fendis e corantes.
Presumivelmente, M¥n{111) difunde-se na malriz polimérica da
lignina e oxida os drupos fenolicos livres., Paszoczynsky e c¢ol.
{1986) mositraram que HnP oxida vérios subsiratos redumidos:

glutationa, MNADPH e idcido dihidroximaleico ap mesmo lempo que
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reduz Op para Hp03. Fsta reaclo ¢ uma das fontes de HpOgp
{necessaric para a agclo das peroxidases) ji& que HADH e HADPH

extfo presentes en gulinras de P.chrvsosporiug.

1,2.3 Oxidases

Oxidases s#o enzimas 4que Uusan oxig¢fnio ocomo aceplor de
hidrogBnioc sendo o oxigEnico reduzido para Ho0 ou Hglz cono

mostrade a seduir onde SHp representia o subsiralo.

SHy + kOg oxidasey g + N0

SH, + O 02xidase, g + H03

Estas enzimas s&o as responsiveis pela yradu;ﬁo de HpOg
extracelular necessdrioc para a acdo das peroxidases; enire elas
podemocs citar acil-CoA oxidase, dlucose-oxidase, metanol—oxidaﬁe
= glioxal—cxidase {Greene & Gould, 1984; Eriksson, 1987a3 Kersten
e Xirk s 1987). & possfvel que oxidases eslejam envolvidas
diretamente na biodedradagdo de lignina como sugerido apos a
descoberta de oxidases capazes de oxidar &lcool verailri{lico para
o correspondente aldefdo (alcool veratrilico oxidase, ver tabela
1). J& em 1960, Farmer e col. tinham caraterizado uma aril-é&lcool

oxidase & partir de culluras de C. versicolor.

ij.3.4 Lacases.,

g% enzimas coordenadas a&o cobre divalente; © gqual &

reduzido duranle a oxidaclo Jde fendis g subsegueniemenie axidado
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de wvolta & forma divalenie por cxidEnio, como nostrade a seguir

{(Forss & col.; 1989).

(Cut2iLacase + fenol —memmm—e » (CutiLacase + radical fendxi + HT
Radical fendui ~—=———— » Produlos

s(Cu*)Lacase + & Og + 2H* —=—» 2(Cu*Z)Lacase + HzO
Lacases catalisanm oxidagt#tes de oric e para difendis;

compostas fendlicos mnodelo de lidnina e da srépria lignina.
Lacase pode ser diferenciadsa de tircsinase ja gue esta dllima
oxida monofendis e o-difendis mas ndc p-difendis {Ander e

Triksson, 197872.

1.4 FISIOLOGIA DA BIODEGRADACHO DE LIGHINA E DA PRODUCHO DE

LIGHIHASES.

1.4.1 Fisiolodia da biodegradacdo de lignina

A fisiolodia da degradacio de lignina pode ser conprendida

considerandoe o habilatl natural dos fundos de decomposiglo branca,

entre eles P. chrysosporium. Varios parimeiros 18m sido estabele~

cidos para esle basidiomicelo e sfo disculidos a seguir:

a) Presenc¢a de co-subsirato. N&o lem sido demonstrada a exisién—
cia de fundgos que possam usar lidgnina como substrato de cresci-—
mento. Todos eles requerem a presenga de um culro subsiratoc ial
como dlicaose; celulose, hemicelulose, glicerol e oulros, que pPOosS—

sa dar a enerdia necessdria para o crescimento. Isio lambéar J&
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foi demonsirade para ¢. sitophila, usando lidnina dioxano e con~

centrac¢8es varidveis de glicose {Rodriduez, 1987). A presenga de
glicose tanbém ¢ imporianle para a produsfc de Hplp {(Eriksson,
19872), necessirioc para a agdo das peroxidases. Emn alla oconcen~
tracSo;, & dlicose reprime a produs 8o de giucose*axi&ase'(fespsn—
sdvel por grande.parie da produsio de M0, de tal forma que E.

Chrysosporium redula o nivel de glicose produzindo © polissagari-

deo extracelular 1,3-A-1,6-glicano (Eriksson, 1987a).

L iConcentrasio de nitrogBnio. A lignina ndo € dedradads duranie o

crescimento primiric de P. chrvsasporium. O metabolismo de lidni~

na =6 comega guando o corescimento ¢ terminado devido & limitlagde
de carbono; nitrod@nic ou enxofre, porém 56 a limitagfo de nitro-
dEnio permile uma exlensiva dedradas%o de lignina (Kirk e Tar-
rell, 1987}). Quando & usado um material lignoceluldsico sem uRa
tonte de energia adicional, & limitac%o de nitrog®nio nio ¢ es-—
tritamente necesséria para a doegdrada¢fo de lidnina, Provavelmen-—
te; & limitas%c parcial de carbono atua como um indulor do siste-
ma enzimalico que degrada lignins {Leisola e Fichter, 1983). Unma

excess4o & a atividade ligninolitica de Lentinus edodes que ¢ ma-

nifestada em concenlragéo de nitrogEnic n&c limitanle {Leathan;

1986). Um mnutante de P. chrysosporium gue produz ligninase en

abund3nciz de nilrog8nio foi obtido por Xuwahara e Asada {1987 ).

c) Efeito da agitagfie, A aditac8c das culluras, gevalmente usada
para incremenlar a tensio de oxidsnio; tem um efeitlo nedativo so-
bre a dedradac¢do de lidnina, metabolismo de dimercs modelo, sin-

tese de &lcool veralrilico e produgdo de ligninases {¥irk & Far-
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rell, 1987 ). Porem, a dedradag¢io de lignina por Hoaellel” submerss
em cultura aditada foi conseduida usando uma cepa mutanite {Gold e
col.s 19847 ou pela adigfo as culturas das cepz selvadem de P

chrvsosporium, de detergente (Asther e col., 1987; Jader 2 ©ol.y

1985y, 4&alecool verairilice {Leigsala & Fiechter, 19835} ocu dlcoonl

benzilico (Xirk, 1987 ).

d) Outros fatores. OxidEnio molecular ¢ determinante na velocida-
de de deagradagfo da lignina. O incremento do nivel de O no meio
de cullivo, aumenta a produsdo de ligninase e perdxido de hidro-
gBnioc. A escolha do lampdo do meic também pode afelar sidgnifica-
tivamenie a dedradasfo de lidgnina. Xern {19835 ); por exemplo,

mostron gue culturas de P, chrysosporium tamponadas com dcido po-

liacrilico, mineralizanm lignossulfonatos mais rapidamente que
aquelas tamponadas con 2,2-dimetilsuccinato, ¢ qual ¢ anplamente
usado. A produgfo de ligninase também foi incrementada pelos fons
cut* ou Mn** gquando foram incrementados 10 vezes sobre a quanti-
dade presente no meio base (Xirk e col., 1986 ). A adigdo de HnOp

a culturas de P.chrysesporium aumenta = atividads ligdgninolitica,

provavelmentle mimelizande a deposi¢fo natural de HnO3 no micédlio
de alduns fundos de decomposi¢fo branca. Acredila-se 4que HnQ2x
proteja as ligninases conlra a inativa¢dc e dano por Hglz (Kern,

1989).

1.4.2 Produg¢ioc de ligninase en biorrealores.

Grandes esforgos 1Em side realizades por nuRerosos laboraid-

rios para aunmentar a producfa de lidninases, & drande maioria
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uwtilizande P. chrysosporium. Hos primeiros trakalhos para a puri-—

ficasdo da enzima, cultivando o fungo en Erlenmeyer de 125 wl,
ni{veis t&o baixos como 5 U/1 eram cbtidos (Xirk e Farrell, 1987,
revicsfo), sSem sucesso noes esforgos para zumentar 3 aséalaa Ho ano
de 1986 foi possivel obter uma produsdo de 126 U/, uéaﬁde um
meio com concenlrasbes maiores de elemenios iragos, Alcool vera-
trilice comg indutor, um "contacior” biolddice rotatdric cons-—
truidoe de poliimetil metacrilatlo) e uma cepa mutante {8C—-26) que
aders bem neste malerial polimérico (Kirk e col. 1986. ). Traba-
ihande com um biorrealor adaplade com um tubo de silicone em &s-—
piral (usado como suporie para © fungo) e glicercl como fonle de
carbono; Willershausen e col., (1987), obliveran 230 U/1 de ligni-
nases.

Esm 1987 C. sitophila produzia &7 U/1 de ligninase sm erlen—
meyer de 125 ml {(contendo 20 ml de meio) ou 1 1 {contendo 200 ml
de meio ¥ Rodrfiguez, 1987).

Pocteriormente Linko (1988) obleve 730 U/1 num biorreator de
10 1 usando um meio limitanile de carbono enriquecido em vilaminas

e P, chrysosporium imobilizado em nylon.

A mais alta produsfo de ligninase foi reportada por Jader @

col. {1989 ) gque obteve 1.200 U/l com B. chrysosporium imcbilizado

em vidro sinterizado macroporoso e usando glicerol comc dnica
fonte de oarbono.

Usando Plebia radiata imobilizada em polipropilenc foram ob-—

tidas em bioreator 180 U/l por Kantelin e sol. (19689). Em NnOsSs0
conhecimento, nenhum oulro micreorganismo além dos dois descritos

agui, foi reporlado como produfor de ligninase em Liorrealores.
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1.5 Chrysomnilia sitophila: Apeclos Gerais.

0 termo Chrysonilia fol propostlo por von Arx { 1981 para ca-

talogar Monilia sitophila, por muitos anocs conhecido como "kolor

vermnelho do pio’ (Shear e Dodde, 1927. Hawksworth & col. 1298375,

Chrysonilis zitophila & um ascomicetlo no estade anamorfo (presen—

¢a de células + ou - correspondende a diferenles formas sexuais)?
cujo telesomorfo {células + ¢ -, estado sexual) corresponde =z Hen-

rospora i tophila.

Chrvsonilia € raramente encontrade em ambientes nalurais. A

maioria da ltiteratura exislenle ¢ scbre HNeurospora sitophila,

fundo gque ¢ usado na Indonésia para preparar LR fermentado do re—
siduo de amendoin apés = extraclc do dleo, chamado de ontjom e
destinado & alimentag8o humana (Beuchal 19763 Fardiaz e Harkalkis,
1981).

Qutr=ms comunicag¢Bes sobre M. sitophila relatam um exuberante

crescimentoc em lrencos de Arvores queimados,; apds ataques agreos
no ano 1945 no Jap#oc (Nakazawa e Yamasaki, 1951) e também a uti-~
lizas&%c de hidrolizades de casca de arroz Ppara produsfo de pro-
te{na unicelular (Akaki 1952 a3k,

Tamb&m Jj& foi descrita capacidade celulelitica por Tamura @
Takai (1950) e por Akai (1931) gque inicialmente chamaram sua Cepa

de Monilia sitophila e posteriormentie de Heurospora sitophila.

Horowitlz s Shen (1952) detectaram atividade tirosinase em cultau-
ras deficientes em enxofre. Haits recentemenlte Berry @ Dekker
¢1986) re lataram o fracicnamento das enzimas celuloliticas de unma

cepa de Honilia tenlalivamentle classificada como Honilia sitophi-
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la; gue como vimos nio corresponde a uma laxcnoria moderna.

C. sitophila TFB 27441 foi isclado por Campos e col. (1986)

s partir de macerados do inselo Tribolium ferrugineun enconirado

em casca de arroz proveniente do estado de Goids {Brasil . Ativi-
dade celulolitica; ligninoli{tica e & produgéc de groteinés unice~
iulares (S5CP) tém sido reporiades (Durdn e col. 1987, Rodriduez
1987, O0'Reilly e cel., 19902, A otimizagio das condiglies de cres—
cimento wutilizando celulose como fonlte de carbono foi realizada
gor Ferraz e Durdn (1989 e a producfo de SCP e dedradaséo dos
constituienies da cascz de Pinus radiala por Freer e col. (19963,

A biocdedradacic de composios modelos B-0-4 (Figdura 2 Y e ou-
tros monBmeros relacionades ocom lidnina fol recenienente publica-

do (Nodueira, 199013,

1.6 ALGUMAS APLICACHES DOS SISTEHAS ENZIHATICOS QUE DEGRADAYN

LIGHINA.

As aplicac8es poltenciais dos sistemas enzimdlicos que dedra~-
dam lignina podem ser classificadas em: a) manufatura de produtos
celuldsicos, b)) conversfo de lidnoceluldsicos en ra¢les animnais,
¢) conversdc de subprodutos de lidnina em produtos de uniilidade
industrial e d) tratamento de residuos de derivados de lidnina e
outyos residuos ordancgquimicos (Kirk e Chang, 1981} Kirk & Far—
rell , 1987).

A manufatura de produtos celulésicos usande rulantes celula-
se-nedativos {({el”), espécies de fundos selecionadas,; ou condi~
¢6es adeguadas de nulrientes, ¢ de drande interecse para a indds-—

tyia papeleira devido & economia Que poderia ser obktida na polpa-



¢%0 mec8nica e quimicas usando processos combinados com biopolea-
¢%c (Eriksson 198%, 1987b}j Jurasek e Paice 19863 Young 19873 Du-
vin e col.; 1990a e referBncias ali incliufdas .

Ha biopolpaglo de bagaso de cana foi oblida umaiecanamia de
enerdia de 40% num processc bem sucedido desenvolvido pelo ""Bwe-
dish Foresti Producils Reszearch Labaratory” & o iaboratéric cubano
1C1DCA (Johnsrud e col., 1987; Erikssons 1990 ). Ym noveo enfogue &
biopelpas&o vem sendo desenvolvido com o uso de catalisadores
hiomiméticos tais como porfirinas (Eriksson, 19903,

4 conversfo de malerials lignoeeluldsicos en protei{nas uni-
celulares {(SCP) parece sey um processo economicamenie vidvel e
foi revisada por Tanaka e Halsuno (19837,

Ziolransformasles especificas por enzimas ligninoliticas po-
dem ser uma fulura possibilidade. Fungos de deconmposisdo parda
poderiam cey mais interessantes que fundes de decomposic8o bran-—
ca, por causarem somenle modificacfes parciais na lignina, PpoOr
exenplo, desmelilaghes seletivas produziriam um polinero que po-
deria funcionar bem en adesivos lipo tenol-formaldeido (Kirk e
Chang, 1981).

& aerac%o de efluenles da inddsiria de polpa de celulose e
papel na presen¢a de lacase, remove eficientemente compostos fe-
nélicos soldveis, diminuindo a cor e toxicidade (Fors e col,
1989 ).Porém persistem clorolidninas de alto pesoc molecular que
rpodem sexr dedradadas por ligninases {(Eriksson 1990). A biodedra-
das%o de poluentes do neio ambiente pelo sislema lidgninol{tico de

P. chrysosporium foi revisado por Bumpus e Ausl (1987).
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1.7 ORJETIVO.

0 objetiveo desta tese & estudar o sistema lidnianlitico do

ascomicetoe Chrysonilia sitophila para o gqual foram proposias as

zeduinies melas:

- Avaliar a inducdn de enzimas ( fencl-oxidases) e perdxido de
hidrogEnio por substralos contendo lignina. Estabelecer o tipo
de fenol-opxidase produzida pelo fungo: lirosinasze; lacase ou
peroxidase.

- Fstudar o efeite de aldunas condigles de cultura (concenirasdo
de nitrodfnic e oxidenzgio) nas quajs a lidgnina é biocdedrada—
da.

- Tztudar as biolransformasdes gue C.sitophila ocasiona na lig—

nina; utilizando um ligdgnossulfonzlo comercial.,

- Normalizar e aumentar a produgdo de ligninacse, nsando fungdo
imobilizade, adigdo de deterdenle s cullura em Liorreator.

- Pyrificayr 2 carzterizar as lidnina-peroxidases, JjA delecliadas

nas culiuras,; & estudar suva agdo sogbre &lcool veratrilico.

Outros. asveclos desta pesguisa surdiram no decorrer da mes—
ma; e ainda gue n¥o estavam nos objelivos iniciais,; estes foram
abordados pelo interesss téonico-cientifico gue apresenlaran: um
novo métods para guantificar a atividade ligninol{tica total de
ama cultura, comparasio da dedradagdo fologuimica de lignossulfo-
nato com a microbiolégica 2 & combinagdo destes visando possiveils
aplicagsdes no iratamenlo de efluentes. Ho possivel, serio cﬁmpa"
rados nosscs resullades com os existenles na literalura para Pha-

nerochaete chrysosporiun.




=6

2. EXPERIMENTAL
2.1 EQUIPAHENTUS

hutoclave wvertical AV 75 Phoenix

Hiorreator F-135 Supsrhon

Contador de Centilag&o Liquida Beckman LS 7000
Contador de Centilagfo Liguida LXB 1211 Rackbhela
Especirofolfmelre de Fluorec®ncia Perkin Elmer HPF-44B
Espectrofoifnetro de Infravermelho Perkin Elmer mod, 1430
Ezpectrofoibfnelro Uyy/Visivel Intralab mod. DHE~100
EspectrofatBnelro Micronal mod. B-382.

Estufa de cultive Fabbe Hod. 1156

fonle de poder para electroforese

Filuxc laminar Veco Mod. VLFS 12

HFLC com detetor UV/Visivel HQQIEti—Packard série 1050
Incubador rotalério série 25 Hew Brunswick Scientific

Sistema cromatodréfico LXB 2137
2.2 REAGENTES

Todos os readentes utilizados foram de grau andlitico, sendo
gue alduns deles, considerados mais espec{ficos sic listados a

seduir.

scrilamida.Bidnma
Albumina bovina. Sidma

Alcool verairi{lico. Aldrich
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sldef{do veratrilico. Aldrich
roomacsie Frillianl Blue G-250. Fluka AG
OTAE Sephadex A-3S0-120. Pharmacia.
Tigkafeno. LDoado pele Dr. Jainme Baeza, Univ. de Concepcidn, Chile
Flunreto de p-metilsulfonila. Bidma
Lignossulfonato (VIXIL 8 PCy. Helbar
Lisczima (de clara de& ovol. Aldrich
Miadlobina (lipo 1 de misculo de eguino). Sidna
Harcador de pesos noleculares. Sidma
Peroxidase tipa 1. Sidma

Saphadex G-30. Pharmacia,

AR

sphad TH-20, FPharmacia.

i
s

Tripsina (Tryplic snzyme ). BEL

HR

1

Nylon, 3 Scotch Bril

Espuma poliurelanc 33X

Triton X-100, Sidna

Tween 8¢, Zigmx

Badaso de cana: Lidnina (19,9 %3, Celulose (46,0 %), Hemicelulo-
ces (24,5 %) & Cinzas (2,4 %) (lmrie = Tilbury, 19723

Casca de arrvce: Lignina (29,4 %, Calulose (38,4 %), Hemiceluloses
(23,7 %3 & Cinzas (8,3 %) (Duran e col.; 1988e).

Madeira de Finus: Lignina (29,8 %), Celulose (51,3 %) e Hemicelu-

loses (15,9 %) (Baeza € col.; 19903,

2.3 MICROORGANISHO E HEIO DE CULTURA.

Chryspnilia sitophila TFB 27441 foi manlido em wplacas de

adar e repicade a cada duas semanas. 0 meio utilizado foi o de
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Fries modificado: Glicose 1,5 4/1, Adar 1,9 9/1,; (NHg 2504 2:6
4/13 ¥XHaPOg 1,0 g¢/1; MdS04 0,5 g¢/1; NaCl 0,1 g/1; CaClg 0,1
g/1; CuSOgz- Ho0O 0;1 mg/l; FeBlgq- 7HO 0,2 mg/13 ZnClg 4,150 mg/l.
Biotina 10 ug/1 e itiamina 1 mgsl. O pH foi ajusilado para 6,0 e
mantido a ltemperalura de 280C. Para culturas 1iquidasg a concen-—
tracic de dglicese feoi 1,0 9/1 e mndo foi adicionade adar. {uando
especificados toi usado tampfc biftalate ¢,05 X pH 6,0. Culturas

estogue foram mantidas em dlicercl a -15 o,
5.4 FNSAIO E¥M PLACA PARA FRYOL-0OYIDASE (Ander e Eriksson 1976 3.

Nos ensziocs em placa de fenol-oxidase; foi utilizade meio
fries itamponado a pH &,0 contendo 0,2 % de glicose 1,5 % de um
dos seduintes substratos: madeira de Pinus radiata, ocasca de

arroz, hadmso de cana e oL —celulose, en meio padrfo (2.3).

4:s placas com micélio fungal crescendo ativamenie foram
adicionados 2 ml de uma solugdo de o-dianisidina 1073 M en eta-
nol (70 %), O desenvolvimentlo da cor foi observade apds 24 horas.

fnsaios em placa para atividade tirosinase foram realizados
sedundo Ander e Erikeson (1974)., SoluglBes alcodlicas de OD~tirosi-

na e p~ocresol 163 ¥ foram adicionados as placas conm micélio.
2.5 HEDRIDA DE ATIVIDADE DE FENOL OXIDASE (Peroxidase & Lacase).
Gz oculiivos em meio liguido tamponado foram realizados en

Erlenmeyer de 2 litros contende 400 ml de meio (1,0 % de dglicose

e 1:;5 % dos substiralos i4 mencionados) {(ver 2.41.
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A at ividade fenol oxidase fol medida pela absors8o a 460 nm

da o-dianisidins oxidada (E =29.400 i/mol.cm) ac pH do meio. MNa

cela de reasgde foram adicionados 1,0 ml de o-dianisidina 1,0 ni,

1,0 ml de solugfo contendo a enzina @ 1:0 ml de Ha0z 2 m¥ & 2 ab-

sorbincia menitorada por B minuios. Uma unidade de atividade é

definida como a quantidade de enzima que oxida 1 pnel de o~diani-—

cidina por minulo (modificado de Eriksson e col. 1983; e de Ander
g Eriksson 19873,

Para medir alividade de lacase , néo foi adicionado perdxido

de hidrod8nio.
5.4 HEDIDA DA ATIVIDADE LIGEIHASE.

Determinacio da atividade ligninase. Foran adicionados 550
wl de sobrenadante da cultura e 200 ul de rerdxido de hidrodBnio
2,0 n¥ =& 250 ul de una solug&‘a de &lcool veratrilico 8 =mH, en
tanploc tartarato de sddic 0,4 H {pH=3,0)>. 0 aparecimento do al-
deido veratrilico foi determinado iendo-se a absorbkincia a 310 nan
(E = 9.300 ¥~1 emn~1)., Uma unidade de ligmninase foi definida como
a qua‘nticiade de enzima gue oxida 1,0 mmol de dlcool wveratrilico

por minuto {(Tien e Kirk, 1984,
2.7 HATODD QUIHILUHINESCERTE PARA MEDIR A ATIVIDADE LIGHIHOLITICA
TOTAL DE UHA CULTURA.

A S0 mnl de tampdo tartarato de sddio (35 mM) pH 2;8% foran

adicionados 0,2 ml de caldoe de cultive coniends 45 U/ de
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ligninase & Hz0p para dar wuma concenlra¢ic final de 0,35 aH e
incubade peor 2 min. Lodo, foi adicionado uma solucdo de lidnina
dioxano (2 mg por 15 ml, soluclo sstogue) {ver 2.29) enm dioxano:
iddua 1:1 para dar uma concentracdo final de 18 pg/mi. A emissio
de f{dlons foi contada cada 15 s num centilador ligquido. Um branco
{iampfo; HpUg e lidnina) foi descontado do valor total da reagdo

enzimdlica.

2.8 DETERHEIHAGHG DE PERsSXIDO DE HIDROGEHNIQ (Tran g Chambers,

1987 >

4 10 ml de filirado foram adicionades ¢;5 ml de uma solusgdo
aguosa conlendo 3;1 pmel de o~dianisidina e 0,3 mnd de peroxidase
Tipo VI, A mixtura foi borbulhada com oxidEnio por 5 minuvilos e
lodo incubada a 39 ©C, Apdés 3 h de incubasfo a mistura foi res-
friada até 4 .°C por 10 minutos.e em seduida lida a absorb&ncia a

500 nm contra um branco de Adua.
2.9 THOBILIZAGHD EH KVYLON E EH ESFPUHA DE POLIURETANG.

Cubos de nylon (3 Scotch BriteHR) ou espuma de poliuretano
(34> de aproximadamente 0,5 om3 foram colocados em Erlenneyer de
250 nl (1,2 e 2,5 ¢4 respeclivamente) inoculados com 2,0 ml de uma
suepenclo de micelioc em 75 ml de meio Fries tamponado pH 4,0 e
agitades a 150 rpm & 27 OC {Linkc e Zhond, 1987). Foram usadas

como controle, culturas ndc imobilizadas.
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2.10 ADIGHEO DE DETERGENTES HO HEIO DE LULTIVO.

s delerdgenles Twesn 80 e Triton ¥-100 foram adicionados no
meio de cultiva'tampanaﬁa para dar uma concentragdc final de 0,5
mg/ml em Erlenmeyer de 125 ml {(contendo 10 al d2 nmeioc de meio
Fries tampenado), Periodicamente o contedde dos Erienmevers {foi
filtrado em papel Hhaitman n? 1, medido o peso seco (uma noite a

809C)Y @ a guantidade lidninase.
Z2.11 CULTURAS EY¥ BIORREATOR.

Foi usado um biorrealor de 15 1 Superhomr modelo F-135 equipa-
do com eletrodo de PH 2 oxid&nio. Um pré-culliveo de Z4 thoras,
realizadoe @gm Erlenmé?ar de 1 litro a 150 rpm (uma placa de petri
de 48 horas de crescimenio para 200 ml de meio) foi usado cono
indeulo (200 ml para 3 Iitras‘. Estle fol adicicnade alravés de
uma das bombas oridinalmente desenhadas parsa aditivos. A
temperatlura foil manlida a 28 9C e a fonle de nitlrodEnio usada foi
5,0 g/1 de NHgNOz. Ounlras condig8es foram variadas como

especificadas em 3.5.
2.12 DETERMIHACGHO DE A{UCARES.
2.12.1 Hétodo do DNS para astdcares redutores (Hiller, 1939).
0 readente DHNS foi preparado dissolvendo-se 10,6 ¢ de &cido

3;5-dinitrossalicilice (DHS)Y e 19,8 ¢ de hidrdxido de sddio en

1:;4 1 de &gua destilada. A esla solusdo foram adicionados 3046 4
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de tartarato de sédio e potdssioe; 7,6 ml de fenol (p.f. 5¢ OC3 @
8,3 4 de bissulfito de sddio. Adicionou~se 3,0 ml de readente DNS
a 1;5 ml de amostra e esta foi submersa num banho de &dua a 100
o¢ por 5 minutos & resfriada até temperalura ambiente. A absor-
ba3ncia foi lida a 550 am e comparada CcoRr uma curva ?adrﬁe de gli-

COBE,

2.12.2 Hétodo do fenol-idcido sulfdrico para agdcares totais.

{Dubois & col.; 1934612,

Este mélodo foi empredado para medir o conleddo de ocarbkoi-
drato das lidninases. A 2,0 ml de umz sclucfo agquosa de amosira
de wproteina conlendo 100-200 ugd foram adicionados ;02 ml de fe-
nol destilado B0 % e 5,0 ml de HpS04 concenirade. Apdés 10 min es-
tes foram aditados & deixados por 15 min em banho a 27 ©C. A ab-—
sorb3ncia foi medida a 490 nm e‘camparada com uma curva padrdo de

glicose,
2.13 DETERMINACHDO DE PROTEIHNAS,

A determinag¢fo de protef{nas foi realizada pelo nmélodo de
Bradford (1976). U readente Coomassie Brilliant Elue G-230 (CER)
foi preparado dissolvendo 100 md de CEE em 50 ml de etanol 90 X.
A esta solucfc foram adicionados 100 ml de dcide fosfdrico 85 X
peso/volume. A soclugio resultante foi dilufida para um velume fi~
nal de 1 litro. Adicionou—se 5 ml de reagenle CBB a 0,1 ml de
amosira e & absorbZncia foi lida a 595 nm apdés 2 minulos. Una

curva de calibrac¢%o com albumina bovina fol ptilizada pvara o cél-
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culo do teor de proleinss.
3.14, PURIFICACED DAS PRUTEZHAGD.

Ezta parile do irabalho, como oculras envnlvenéeAenzimas puri-~
ficadas foi realizada em co-autoria com & Dra. Irene Ferrer da
Pontificia Universidade Catdlica do Chile.

As oculturas foram filtradas através de um funil com vidro
sinterizado. Fluretlo ﬁe p-metilfenilsulifonila foi adicionado para
evilar a prmiéélise e lodo fillrado através de nmembrana millipore
GSWF 047 00. 0 filirade foi concenirado z viécuo alé 80 X do volu-
me original. Apds didlise por 12 horas conlra tampde larlarato de
sddio 5 nM pH 4,5; a smostra fol aplicada numa coluna de DEAE
Sephadex A-50-120 (2x12 cm). A coluna foi lavada com 100 ml de
tamp%0 tartarato de sé&dio pH 4,5 e um d¢radiente salino fol apli-
cade (0-0C,1 H NaCl) en 5 mH Jo mesmoe tampfc. Apds eluigdo, as
fragles contendo hemoproteinas foram dialisadas separadamente

contra &9ua deionizada e estocada a —-20 ©°C,
2.15 ﬁETEHHIﬁA?ﬁG DE GRUPOS HEHE, (HILLER ¥ GENNIS, 1283)

Um wvolume de ¢,3 ml de uma solusfo 1 mg/ml de enzima, foi
extraido 1r8s vezes com 5 ml de uma soluglc de acelona 3% v/v HCI
12 H. Os extratos foram combinados e neulralizados com 2 ml de
acetato de sddio 3 X e extraldos com éter (O édler foi previamente
extrazido com uma solusfo agquosa de sulfato de ferro e am@nia para
repover peréxidos), Os extratos eléreons foram concenirados num

gevaporador rolatdrio e logo dissoclvidos em 1 ml de pivridina e i
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mnl de N=z=:OH¥ ¢,2 M. Esta solugfo foi colocada numa cela PV 2 uma
pequena oguantidade de ditionito foi adicionada . O espectro foi
registrado imedialamente.

A guantidade de grupe heme foi determinada pela aksorclo en
=57 nm considerando um coeficiente de absorgfo de 32.500 i1 op—l
(Tien e ¥Xirk, 1984). 0O ferro foi determinado por absorsio aldmi~

Ga.

2.16 ELETROFORESE DAS LIGNINASES. (Weber e Osborn, 1969).

solugéo tam@&e /s Gel:s

NagP0a<Ha0 7:80 ¢

NagHPO4-Ho0 25,64 ¢

Sus 2,00 4

ﬁ;ua destilada 1.00 1
. pH 7,0 .

Solusfo de acrilamida 10X%:
Acrilanida 22,2 ¢
N,N’'-metilenbisacrilanmida 0,6 d
A;ua destilada 160 ml
Splucdo catalisadora:
Persulfatoc de ambnio 15 myg
E;ua destilada iml
Solusdo de lingimento:
Coomassie Erilliant Blue R-250 para eletroforese 1,20 ¢
Hetanol 50 % 454 mil
A%ido acdtico dlacial 44 ml

Solucko de destindinmenlo:
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Acido acéilico dlacial 75 ml
Hoetanol 30 ¥ S0 ml
Adua destilada 875 ml

Solus% Tamplio para didlise:s

NagHPQOg M0 (0, 01H) 61 ml
HaHoPOg4Ha0 (0,014 39 ml
SD8 i4
B-mercaploetlanol 1 ml
A;ua destilada 100 =mi
pH 7

Solucio Tawmpio calddico: soluclo tampdo del:dgua 1:1

Preparacic da amosira: 0,4-0,6 ng de proteina foram dissclvidos
em 1,0 ml de tamp8o fosfalo de sédic 0,001 H pH 7,0 (BDE 1%,

pP-mercaploelanol 1% e uréia g8 %),

Una mistura da soluc&%o tampfo dgel (1Q ml?), soluglo de acri-
lamida (2 ml), solugdo catalisador (1 ml) e TEMED 3¢ pl foi adi-~
cionada &os tubos de vidro (& tubos), previamenle selados com
“parafilm” no extremo inferior. A cada tubko foram adisionadas al-
gumas dolas de &gua para eliminar o menisco do gel. Apds o endu-
recimento do gel, o "parafilm " foi retirado.

A amestra (30 pl) foram adicionados 3 pl de azul de bromofe-
nol ¢,05 %, 1 dotla de glicerol, 5 pl tamplo didlise. U mesmo foi
feito com a soluglo padrdo de protefnas com pesos moleculares co-
nhecidos, A eletroforese foi realizada a 8 mA por tubo com cor-
rente cont {nua, por um tempo de 4-5 horas. O tindimenito foi poy 2

horas e o excessc de corante fol eliminado por sucessivas tava~—
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dens com a solugdo de destindimento.

2 17 ELETROFOCALIZACHD DAS LIGHINASES (Guengerich, 197973

Soluclo de acrilamida:

acrilamida 36 4

H;K'-nelilenbisacrilanida ig

égua destilada 50 al
Solugdo TEHED:

TEEED G,1 ml

éﬁua destilada 10,0 nl

Solus&o cmtalizadora 0,15 % 3
Persulfatlo de ambnia 7,9 ¢
Aéua destilada 5,0 nl
Solugdo fixadora:

Hetanol 99,8 X 30 ml

rd
Acido triclarvcacético 10 ¢
P
Aduz destilada 70 ml

Soluzio de tindimentio:
Solucdo fixadora 50 ml
Azul de comassie B.B. G,05 4

Soluglce de deslindgimento:

FEtanol 250 ml
/
Acido acélico 100 ml
4
Adua destiladsa 650 nl

Foram preparados ¢éis para realizar duas eletrofocalizasdes

de cada protefna (& géis)., Para a prepavasdo do del foram mistu-
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rades 1,2 ml da solusglo de sorilamida, 0,6 ml de anfolitoc 40 %,
5,3 ml de &dua destilada, 3,2 ml da solugdo de catalisador e 3,1
ml da sclus8o TEMED.

Aos Lubos de vidro (& tubosi; previaments selados oaml”paraw
fiim™ no exiremo inferior, foram adicionados 2 mi de solugdo de
del mais 40 ul de solugde de Proteina (0,4-0,6 md de proieina
dissolvidos em 1 ml de agua deionizada). O menisco foi eliminade
com solugZo de anfolito diluido., Uma vez produzida a gelificasdc;
o Yparafilm’ feoi retirado.

Na parie superior do aparelho para eletrofocalizagfo foi co-
locado NaOK 0,2 % P/7V (1,0 1) e na parle inferior H3POg C,2 % VWV
{1,0 1. Foi aplicada uma intensidade de 5 mA por tubo (30 mA) 2
115 V (& 4géis). Apds 3,5 horas foram retirados os géis e 3 deles
revelados em solusdo fixadora por 30 min, em soclugfo de tingimen-
to por 1 hora e finzlmenle em solusfo de destingimento por uma
noite.

Os géis nfo revelados foran cortados em pedagos de 0,46 cm @
colocados por separade em lubos conm 1,0 ml de &dua deionizada por

uma noite apds a gqual o pH foi medido.

5.15 DETERHMINAGHO DE PARAMETROUS CINATICOS DAS LIGNINASBES.

Oz par3melros cinéticos foranm delerminados variande a c©on-
centracfo de 4lcool veralrilico eﬁtre 0,2 e 2,0 n e a de HpOz
entre 0:;2 e 0,4 nH., Uma solugdo de 5 pg/ml das ligninases fol
usada. As outras condigfes foram as mesmas que para atlividade

lidninase.
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2.19 DEGRADAGHO DE ALCOOL VERATRILICO

Um wvolume de 7;5 ml de uma soclusfoc de dlcool veratrilico

(2,24 wmgrs/mll enm tampl8o tartaralo $,2 H pH 3;0 f{foi inocukado Ccon

16,5 mnl de calde de &, sitophila oblido en biorrealor, contends
250 U/1 de ligninase. Duranie un periodo de 5 horas foram adicio-
nados um wvelume total de 2,5 ml de HgOz 0,5 H. Deis brancos foranm
realizados paralelamente: a) 7,0 al de tampic, 14,5 ml de caldo e
2,5 ml de Hn0n. 137,35 nl de lanpao, 16,5 nl de meio nfc incculado
e 2:5 ml de Hz03.

Apds 17 horas o pH da reagdo foi ajustado em 2,0 e os caldos
foranm extraides com dicloromelano. Os extratos foram analisados
por HKPLC usando uma coluna C-18 fase reversa e acetonilrilazagua
1:4 (1 ml/min)y ou melanoli&dua 1:1 (1 ml/min) como fase mdval
conforme especificado. 0 branco contendo caldo fol utilizado

para anialise de 4lcool veratri{lico produzide de novo.
2.20 1SOLAMENTO DE COHPOSTOS DO HEIO DE CULTURA

d caldo de cultivo obtido em biorrealor (450 ml) foi passado
por uma coluna {2 x 60 cm) de silicagel seca @ posteriormente ia-
vada com =mcetona:dgua 1:1, A salugdo gbtida foi seca num @vapora-
dor rotalério. Esta foi dissolvida en metanol. Posteriormente es-
ta solug¢Hoc foi passada por uma coluna 3 X 60 cm recheada con
gephadex LH-20. 0O eluente foi monitorado em um deteclor em 2735
nm.- As frac¢fies correspondentes & UR RESHO wice foram coleladas e

snalisadas por espectroascopia UV,
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2,21 BIODEGRADAGHO DE LIGNOSSULFONATO

Para o5 ensaios de biocdegradasdo de lignossulfonalos, fol
weado meio de Fries modificado (20 ml, ver 2.3 contendo C¢,1 X% de
iignossulfonate e 1,0 % de glicose em Erlenmeyer de 125 =l. As
sulturas mditadas foram realizadas a 153¢ rpnm.

Nos estudes para medir a influfncia do nitrodg€nio & da oxi-
genagio, as culluras foram realizadas em Erlenmever de 2350 nml
contendo 100 ml de meic cada um (0,1 % de LS, 1,0 ¥ de dlicose en
meio Fries?., O nitrogBnic fol adicionado em guantidades waria-
veis: 0:;8 ; 2,5 e 7,0 4/1 de tariarato de amBnia correspondendo
a 9, 27 e 7& ndol de nitrod€nio por litro. Mas culluras oxigena-
das foi borbulhado oxigénio a cada dois dias durante 10 min.
Amostras foram reliradas a cada tr8s dias (10 nl)d.

bOs 1S para an&dlises quimicas foram. obtidos apds
biodedradacfo . por 132 dias. As‘prateinas presentes no caldo de
cultura foram precipitadas com CHClz a fric e a solugdo de LS

resullante seca a vécuo.
2,22 ?ERHEAQ%D IH GEL DO LIGHOSSULFONATO.

A uma coluna de Sephadex G-50 (53 x 1,5 cm) adicionou~se 0,5
ml de meio de cultivo. O eluente atilizado foi uma solugdo aquosa
de NaCl (90,03 M> a pH 11 & um fluxo de 0,26 ml/min (Eldridge
1972).

Para a curva de calibragdc foran utilizados os padrbes Trip-
sina (Tryplic enzymes EBL) PM: 23.000. Hvodlobina (Type i de mis~-

culo de eguino., Sigma) PH: 17,000, Lisozima {(de clara de ovo, Al
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drich) PH 13.900 e Flobafeno PH:16.500 {fornecido pelo Prof. Dr.

Jaime Baeza, U. Concepcidn. Chile).
2.23 HSTODO DA HITROSOLIGHIRA {Caldsohnid & Maranvillse, 1%593

4 5,0 wml de amoslra contende L&, foi adicionado ¢,1 ml de
uma solug8o fresca de nitrito de sddic 10 % (preparado em 4&4dua
Lidestilada) e 0,1 ml de acido acdtice 10 ¥, Apds agilacio por 13
min, foi adicionade ¢;2 ml de hidrdxido de amBnio 2 H e a
absorbBncia foi lida a 440 nm. Como branco foram usadas todas as
solucles acima mencionadas CoOm eXegso da solusfo de nitrilo gue
faoi substituida vpor Ajua. A abzortividade obtida foi de 0,49 1

4=1 en~l e foi linear até 1,0 ¢/1 de LS.
2.24 IRRADIAGHC DO LIGHOSSULFONATO.

0 lidnossulfonate (VIXIL 8 PC) foi irradiade com uma lSmpada
de wvapor de mercirio HQL-Osram (sem a cuberta de vidro). A velo-
cidade de fluBncia, delerminada com um radiBmetro YS8I-Xetlerind
(modelo &5 A)Y, foi de 108 W/m para A>254 nn, Uma solusdo aquosa
contendo 0;1 X% dellignoesulfonata {400 ml) foi irradiada num beoc-—
yer de 2 litros sob aditaglo magdgnélica constante e mantida a 13 %
1 ©C em um banho termostatizade. A distEncia da l3mpada ao ceniro
da solugdo foi de 17 ecm. Amosiras foram tomadas a diversos inler-
vales de tempo 2 seus especliros de fluorescEncia (Perkin Elnmer
HPF~44 B); absorbEncia (Intralab DMS 100) e quiniluninescBncia em

meio basico foram redisltrados.
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2.25 QUIMILUNINESCENCIA DO LIGHOSSULFONATO EX HEIO BASICO.

{Hansilla, 19862.

A 3 ml de soluglo de lidnossulfonatlo 0,1 % adicicnou—~se 40
pl  de ¥aDH 5 N e mediu-se a emissio da solucfo a cada 0,3 minu-

tos num contador de ceniilacde ligquida.

2.26 ANALISE DE GRUPOS METOXILA DO LIGHOSSULFOMATO {(Erowindg,

198672,

Foi usado o kit para andlise de metoxila (figura 7) descrilo
por Browing (1967). Cerca de 50 mg de lignossulfonalo previamen-
te ceco, foram pesados direlamenle no balioc de reagdo ao gual fo-
cam adicionados 2,0 ml de anidrido eroprifGnico, 6,0 nl de Hl e
pérolas de ebulicsdo. 0 baldo de reagde foi conectado no sislema
(figura 7)) onde o frasco lavaéor (trap) contém uma suspensldo de
tésforo wvermelho em 4dua (60 mg/100 nl) e a burela recerplora
sontém solusc de bromo (0,7ml Brp e 20 nml de solusdo de acelalo
de sédio 10% em 4dcide acédlico-anidride acélico F:l1).

d cictema foi fluxado com nitrodEnio (1-2 bolhas/sed) conti-
anamente e o balfo de reagfo foi imerso num banho de silicone a
150 °C durante 40 minulos. O conteddo da bureta receplora fol co-
letado em 10 ml de solugio de scelalo de sédio 22% em &dgua. Di-
luiu-3e esta solugdo a 123 nl ( lavando a bureta receplora) con
4gus e adicionou-se a esla uma soluclc de Acido férmico 90% gola
a dota ate desaparecimento da coloragaoc marromn {um excesso posie—
rior de & dolas foi adicionado). A esta solusdo final foram adi-

cionadcs 3,0 ¢ de KI 2 15 mi de &dcido sulfdérico (1:107.
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4 solugSo anterior foi titulada com tiossulfato de sddio
0,1N previamente padronizado, utilizande amido como indicador.

rtxenplo Jde Cadlculo:

VYal.{Tiecssulfated¥nlix H {tiossulfatol x 0,00317 x 100

¥ Ha] = —m—mmmeee——mmeses Co s eSS m e
Hassa de lidnossulfonalo {§}

O valer 0,00317 = {PH KeO % 100X/ 1000 x N2 Atomos de iodo forma-~-

dos nas reasdes) = (31 x 1003¥/C1000 x 6.

04
1,4 ~— Reservatdrio
capacidade
24 - .\g,/ = 30mi
NS
24
80 cm
1,2
0,4
Molas - — Torneira
esmerilhada
— Junta
17/38
Baldo
50ml

Junta 19/38

FIGURA 7. Sislema para determinasio de meloxilas.



43
As vreag Bes guinmicas envolvidas na determinagéo de metoxila

2%0 mostradas abaixo:

1) Baldp de vreagdo: Lignina-OCHz + HI ~—=3 Lignina-0H + CHzI{g)

11y Bureta receplora: CH31 + Brg ~——-% CHzBr + [Br
IRy + 2Bry + 3Hp0 ---+ HID3 + GHEr
111 Frasce de titulzsfo: HiDz + SI7 + SHY ----» 31 + 3H30

¥y Finalmente o I35 é titulado con ticssulfate de sddio. Através
das veacfes 1,11 e 111, nota—-se que Ppara cada drupo OCHz da

lignina =4c formados 2 moléculas de iodeo.
.27 AMALISE DE GRUPOS FENALICOS DD LIGMNDSSULTOHATO.

Foram determinados segundo o melddo de Wexler (1964). O me~-
toda consiste na obtensio do especliro gy.,v. diferencial do lidnos~-
zulfonatoc em meio bdsico, usanda;se comoe krancoe 3 mesnmna amosira,
porém em mwmeio scidificado ( fenolato contra fenol protenadol, €
finalmente obtendo-se a alltura do pico enm 300 nm pelo método da
linha de base.

Uma solugdo estogue foi preparada (esta solus&%o também foi
utilizada mna determinacido de carbonilas e absortividade) dissol-
vende & mg de lignossulfenatlo em 20 ml {bal%o volunéirice) de
sdua destilada,

A 3,4 m! de solugdo esloque de lignossulfenate, foi adicio-
nado 1,1 ml de &gdua destilada e 0,5 ml de HCl 1 ¥ {(branco’. Oulra
colucdo, foi preparada da mesma forma porém adicionande 0,3 ml de

Na0OH 1;0 H em substiluigdo ac HC1 1;0 ¥ {amostiral.
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Registrou—sg UR especlre de U.¥. na redido 330 - 330 nm  da

amosira verswus branco.
% 0OH Fendlico = Ay x ¢,814/7 ©

Onde 0,414 é o falor de corregao pelo mélodo de ginha de ba-
se (fator medio para 14 nodelos usados, que corresponde & absor-
tividade média dos modelos), e Aj € a leitura diferencial de ab-
sorbiEncia em 300 nm e o valor © @ a concentrac8o da lidnossulfo-

nato em 971 .

5.28 ANALISE DE GRUPOS CARBONILA DO LIGNOSSULFONATO. (Adler e

Hartony 19597,

Fai abtido um egspectro U.V. diferencial do ligdnossulfonato
versus um by anco de mesna proced@ﬁcia, porén reduzido com NaBHg.

cerca de 30 mg de NaBHg foram pesados 2m um xitassalo da 23
ml,6 A ccte material foi adicionado 5,0 nl de sclusfdoc sslogque {ver
2,243 e borkulhado com nilrod@aio durante 15 minutlos. Hanleve-se
ests mistura na zsusfncia de luz durante 15 horas.

Apds 13 horas a mictura foi acidificada com HCI1 1,0 ¥ até vH
2,0 e diluf{da até 25,0 ml com agua.

Fai preparada uma soluglc idEntica de ligdgnossulfonalo ndo
reduzido.

Um espectiro U.V, foi regislirado na redifo 280-380 nm, ulili-
zando a solusko nfeo reduzida conmo amostira @ a soluglo de lidnina

veduzida como branco.
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0 teor de carbonilas pode ser obtido a partir das absorban-

cias lidas em 310 nm @ 342 nm, como descrito abaixo:

{ANEr Y210 nm (hAzt0 X 178y €

it

(A EYIZa2 nm {(AAzap % 179 C

onde C é =a concenirasio da lidnina em g/1, Azip @ Az » as ab-
sorkh3ncias em 310 e 342 nm; respectivamente. O valor 1735 corres-
ponde ao peso do coniferil aldeido.

Com os wvalores de A Er, podemos calcular:

10.500 X + 9.400 Y

it

{4 Ef)310
19,800 X + 2.020 Y

(AN Er ¥zga

Nestas equagles:
X representa o ninero de unidades «=~garbonila/0CH3

Y representa ¢ numerc de unidades ¥-carbonila/0CH3

2.29 OBETEN¢AO DE LIGNIMA DIOXAMO DE HADEIRA DE PINUG.

{ Pepper & col,, 1959)

A madeirs previamente moida e peneirada (tamiz 0,3 am), foi
extralida de forma conlinua num aparelho de¢ vidro Soxhlel comn 2;9
1 de solucéo de etanol:benzene (1:1) durante 53 heoras. Esie male-
rial foi filtrado, secado ao ar e, finalmente secade alé peso
constante num dessecador sob vacuo @ pentéxido de fdsforoc. VUnma
amostra de 25 ¢ do material pré extraido foi colocada num baldo

de vidro e 3 saidas, previamenie evacuado durznie 15 minulocs. As
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saidas foran conecladas a um condensador de refluxo, borbulhador
de nitrogBnio e funil de adigio com corretor de pressdo.

0 sistema de solventes, 500 nl de dioxano:tdguas {(9:12 con-
tendo dcido cloridrico 0,3 N, foi adicionado lentamenle com funil
de adisfo. A mistura de reagdo foi aguecida com auxilio de mania
elétrica e refluxada por 30 minutos, sob agitacfo e alsmoferas de
nitrod8nio.

A mistura resultante foi esiriada até lemperaturs ambienle e
filirada-. 0 reciduc sdlido foi lavado imediatamenle con 50 ml de
solvente. O filtrado fol neuirzlizado oon bicarbonatlo de sddio e
deixado em repousoc duranlte 24 horas. Esss solugfo foi concenlrada
até 30 ml num evaporader rolaldric e adicionada sobre 1 1 de agdua
deetilada contendo 1 % de sulfato de sddio.

A lidnina precipitada neste dlilimo processo foi sepavada por
centrifugacfo e lavada com &dua. Esta operacdc foi repelida 3 ve-
zes. A segduir, a lignina foi secada até peso constante num desse-

cador sobk vécup e pentdxido de fdsforo.
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2. RESULTADOS E DISCUSBRO.
%,1, PRODUGHD DE FEMNOL-OXIDASES E PEROXIDO DE HIDROGLHIO.

Ccam o objetlive de determinar 3 existEncia de aigum gfeiio

indutivo na produs8o de fenol oxidases por ¢, sitophila esta foi

obeervada <qualitalivamente em placas de Pelri contlendo meic «com
agar e diferentes subsiratos . Na figura B podemos ver gque eslas
enzimas foram produzidas em grandes gquantidades guando o sublralo
foi 1,5 % de glicose. Islo é shservade em placa de petlri pela co-
loras%o vermelha da o-dianisidina oxidada. ¥a presensa de madei-
vra de pinus, casca de arrozZ e bagsco de cana (1,5 ¥ de material
mnais ©0,2 ¥ de dlicose) as fenol-oxidases foram produzidas com
maior intensidade que em celulose (1,5 % de celulose mais 0,2 ¥
de 4dlicose) ou dlicose (0,2 %) na qual foi observada pouca colo-
ragdo ( figura 8).

Fote tipo de ensaio a&m placa, ¢ bastanle utilizado como uma
primeira indicag¢8c da capacidade ligninoli{tica de am microorda-
niemo e em deral, 3 aus@ncia de atividade fenoloxidase exclui os
micrordanismos ndo ligninoliticos.

Uma determinacdo guantitativa da produsdo de fennol oxidase

foi realizada em culturas liquidas de (. sitophila, cujos valo—

res oblidos &40 apresentadoes na labela 2.

Fica evidente a partir do ensaio qualitativo e gquantitativo
que a produgde de fenol-oxidase foi induzida por maleriais
contendo lignina, nas estas enzinas tambén s4o produzidas
constitutivanmente (na ausBncia do subsirate para enzima no meio
de crescimento); o gue ¢ observado nas piacas gontendo 1,3 ¥ de

glicose (fiduvra 8.
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INTENSIDADE DA COLGEA §§§

GLICOSE 1,3 %

GLICOSE 0,2 %

CASCA DE ARRODZ

HADEIRA DE PIXNUS

BAGAGO DE CANA

CELULOSE

@ i@

FIGURA 8. Produsdo de fenol-oxidases por &, sitophila. Guando

n%o especificado, 9,2 ¥ de 4glicose + 1,5 % de subsiratlo.
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TABELA 2. Produsdo de fennl oxidases por C. sitophila, em culiura

1{guida. 0Os valores s80 expressos como pnoles de o-dianisidina

oxidados poy minutlo por 1itro de meio contendo a enzima.

SURSTRATO LI1AS DE CULTIVO

2 4 Fi 10
GLICOSE 0,18 0,386 4,30 0,21
CLLULOEE 0,00 G732 0,53 D,21
HADEIEA 0,09 0,43 0,41 0,19
CASCA DE ARRDIZ 0,09 6,18 0,48 4,43
BAGASO DE CAMA 0; 18 0,18 Q.63 0,54
LIGNOSEULFONATUO $,20 0,70 1,58 0,50

H&o fai detectada atividade tirosinase, usando cs.reagentea
especificas tivrosins e p-cresol,; nem em placa nen em maio liqui-
do.

Discord=mnda dos valores obkltidos em cultura liguida {(maximo
no wuarto <ia com celulose ), as obssrvasfes em placa indicaran
4que 2 maiox indusfo destas enzimas fol usando nmadeira moida de
pinus como subsiralo. lsto pode estar indicando que & celulasze
&, em meio liguido, um melhor subsiralec gue os gutros {(maioy
crescimenta?, © gue proporcioncu uma maior produsdo da enzima
constituliva; o gque ndc aconleceu en wlacas.

¢ sabido gue a produsfo destas enzimas gztd intimamenle ra-~

lacionada com as condigbes de cultlive; ex. Sporeirichum oplvuru~

lentum (= P. chrysosporium) tam uma baixz atividade fencl oxidase

em madelra moida, porém usando cavacos de madeira, a produsio
deeta enzima & deteclada en gquantidades mais allas {Ander e

Prikassons 197&3.
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A produsgéo de Hg@g por C. i 4 mostrada na tabela 3.

Fodemos obsser#ar que os valores nais allos sf%n alecansados guande
os substratos conl&m lidnina {madeira de pinus,; casca de arrcz e
hadago de canal, apresentando um méximo snire o3 dfias 2 e 4 con
casgz de ary oz COmo substirato. ¥ presumivel qgue 2 lidnina %aﬁbém
atue come indutor da produsio de HpOz {(ver 3.2.3, produsfo de
perdxido em ocullura contendo lignossulfonals).

¥z =musBncia de lacase e tirosinase, a atividade fenol-
axidase obtida corresponde & peroxidases o gual € concordanile conm
a2 cponcenirzcdo de Hgls enconlrado. Esta atividade vperoxidase

detetada, pode ser devida A propria lidninase.

TARFELA 3. Produgio de perdxido de hidrog€nio {oxidacio de o—dia~-

nisidina, nmoeles min~1 x 10 m1~ 1) em culturas de €. sitophila.

Foi worbulhade oxidénio durante 1S min apdés inovculag%o e a cada

dois dias.

SURSTRATD D1AS DE CULTIVO

2 4 7 10
GLICOSE . 0,008% 0,038 0,064 0,040
CELULOSE 0,019 0,057 0,077 0,038
¢ASCA ARROZ 0,100 06,100 0,085 0,064
HADEIRA 0,075 0,086 0,089 0,060
DAGAGO CANA 0,057 0,066 0,086 0,080
LS 0,020 0,040 0,050 0,050

% nmoles de o-dianisidina oxidados min~* mi—1}



3.2 IHFLUSNCIA DAS CONDIGHES DL CULTIVO ¥A BRIDDEGRADACHQ DE

LIGHOSSULFOHATO.

Para otimizar & biodegradac8o de lidnina per €., sitophila

fni wusado como subsirato um lignossulfonalo comercial YI1XIL-8FC.
Fetla escolha esteve baseada no falo de gue lignossulfonatos (LB
s%0 ligninas soliveis em ddus, devido a intrﬁ&ugéa de drupos sul-
fonatos (Eldridge, 1972). lsto apresenta aldumas vantadens exXpe-
rinentais em relagfo &s ligninas insoldveis, Com LS ¢ possivel
abter medidas diretés da aksorbB8ncia, flucrescBncia, amosira para
permeacio em gJel, eic., diretamente do meio de eullive, sem pre-
cicar dissolver a lignina em ouire spglvente,

fm deral, na biodegradasfo de LB varias reasfes simuiidneas
scontecen: oxidagfo, despolimerizacdo, desaromatizacfo & ainda a
complela dedradaséo alé CO5 e HpO. Portanto, medidas da biodedra-
dacip de LS s8o0 dificultadas principalmente porque o LS esla sen-
do alterado. Desta forma, varios par3metros foram estudados para
mostrar a influfncia das diferentes condig¢¥es de cultive na bio-
dedradasfo de LS: fluorescEncia, absorbincia, distribuigdo de pe-
co - molecular,; produgdo de fenol-oxidases, método da nitrosoligni-
nz e percentadenm de OH {fendlicos.

0 linossulfonato wutilizade (VIRIL 5 FC) contém 17,1 % de
agdcares redulores e 20-23 X de cinzas que sfo eliminados por
didlise conira &dua bidestilada por 12 heras. A absortividade em
280 nm do LS dialisado fei delerminada a partir da reta mosirada
na figura 9, na gual também & mosirado o espectro UV do LS. 0 va-
lor oblido foi 11,91 1 g~1 cmn— i, O especirc de fluorescEncia do
1.2 e a linearidade da emiss8o em 400 nm {excitacdo en 335 nm), @&

mostrade na figura 10,
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3.2,1 Cultura estacionaria Y=z, cultura aditada.

Kuma primeira etapa, as culturas agitadas @ estaciondrias de
€. sitophils incubadas com LS foram comparadas ulilizando—se me-
didas da absorb3ncia na redifo UV e de f1ﬁ0r95c§nciag‘

A absorb3ncia a 280 nm aumenia alé o 62 dia de culiivo con
posterior decréscime (fidura 11); en forma similar ag observado

por Ulmer e col. (1983), usando P._chrysosporium e um 1% comer-~-

cial, Fste aunmento & alribuide & formagdo de novos croméforos no
inicio da biodegradasfc. 0O posterior decréscimo da absorb8ngia no
tim do processo & pesultade da degradaglo até COg e HaO0, reacbes
de deszromatizacfo ou absorsdo pelo microordanismo dos fragmenios
de LE. Nio foram observadas diferencas das absork3ncias a 280 nn
entre as culturas agitadas e estaciondrias,.

A fluorescEBncia das culturas contendo LS (figdura 123, dimi-~
nui de forma constantie através dos dias de cultivo. Tambdm ndo
foram observadas diferengas na fluorescEncia entre as culiuras
agitadas e estaciondrias. ® possivel gue a despolimerizaslo e
posterior degdradag8o dos LS para COg e Ho0 , possa ser quantifi-
cada pela intensidade da fluoressc@ncia.

Como nfo foram enconiradas diferenc¢as entre as culluras agi-
tadas e estacicndrias; as experi€ncias posteriores foram realiza-

das em cultura esslacionaria.
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(0,1 %, os espelros foram realizados diluindo os saldos 10 wve-
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3.2.2 Bfeito da conceniracdo de nitrog8nic e da oxidBnasio.

4 impor T8ncia da concentracic de nilrogénio e dz oxidenasio
no meia de ocultive de micrcordanismos que degradan lignina fol
destacada anteriornente {ver 1.4, p.183,

0 efeito da concenlracio de nitrodBnioc na HMASSAE micelar d&

<. citophils @ sostrado na figura 13. Com base nesles dados, es-

colhemos &S concentracdes de 76, 27 e 9 mmol de nitrogEnic por
litre, como concenirasdo abundante, média e limitanle, respeti-
vamenie;, paxra serem paludados seus efeilos na biodegradasido de
L8,

A figura 14 {(g.58) mosira ¢ comnportamenio da fluoresc@ncia
(remiss. = 400 nm, AeXc. = 335 nn) do meio de cultiQa contendo LS
o diferentes concentraches de mitrod8nio {(sem borbulhar oxidE-
nic). FPode ser observado que existe uma queda de 70 X da fluores—
‘¢Bncia guando o meio contém 76 miol de nitrod@nio / litro, sendo
esta gquada superior as oblidas com concenlragfes mals baixas de
nitrogEnio. Comparando-se ectes valores com os oblidos guandoe foi
borbulhado oxig8nioc no meio, figqura 15 (p.59), novamentle obhserva-
mos gue.a maior queda da fluorescEncia, 50 % ao 92 dia, corres-
ronde & cultlura contendo 76 mMol de nitrog@nio / litro, pcréﬁ a5~
te valor n#o alcanga O oblido guando ndoc foi borbulhado oxig€nio
(70 %2,

As figuras 16 e 17 (p.40 e 61) mosiram o comporiamentoc da
ahsorb3ncia a 280 nm dos caldos contendo LB, sem e Com oxigenasio
respecltivamente. Hestlas figuras nota—se, COMO Nas modificasles da
fluorescSncia, gue as maiores modificacBes na absorbincia ocorren
quandoe o meic conleénm 74 nHol de nitrog8nic/l. Ainda gue as

transformas Bes dos LS na presan¢a de oxidgBnioc {76 mHol, fidura
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17) eproduzsm UR aumento maior da absorb8ncia a 280 nm, gsta nédo
cai posteriocrmenle aos niveis de guando n&o ¢ borbulhado oxigeé-

nic.

80

PESO SECO {mg)

0 1 1 1

O 20 40 60 80
CONCENTRACARO DE NITROGENIO (mM/1)

FIGURA 13, Efeito da concentracio de nitro4€nio no crescimenio

de €. sitophila. O3 ponlos correspondem a0 dia de maximo peso se-

co obtido (este foi diferente para cadz concentracdo de niltrogB8-
nia. Culiuras em erlennmaver de 125 ml contendo 20 al de nmeio

Tries lamponzado.
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FIGURA 15. FluorescSncia dos meios de culilive contendo ¢,1 ¥ LB
(X de excitacio = 335nmj M de emissdo = 400 nm). Foi borbulhado
oxigBnio no meio de cullive durante 10 min a cada 3 dias., Meio
Friez contende (~-O-—-) 9 mmol H/1; (~-0--3 27 mmel H/1 e { ==L}

76 mmol H/L.
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DIAS DE CULTIVO

FIGURA i6. AbsorbE8ncia a 280 nn dos meios de cultive contendo G;1

¥ LG, Meio Fries n&o oxidenado sonlendo: { wae Q== 9 mmol H/1,

(wm {1 ~=3 27 mmol N/1 e { =—\==) 76 mmol H/1. As amosiras foram di—

ituidas 10 vezes.



&1

1.0

E
=
O
0
o
-
=
O
=
i
m
o
O
2
a8]
<
06}
0,5 1 ! !
0 3 6 o 12

DIAS DE CULTIVO

TIGURA 17. AbsorbSncia a 280 nm dos meios de cultlive contendo LS.
Meio Fries oxidenado durante 10 min a cada 3 dias contendo:
(—=0-—3 9 mmol N/1, {--0O-=) 27 anol H/1 e {-—-O—--) 76 mnmol H/1. As

amostras foram dilufidas 10 vezes.

A distribuisio dos pesos moleculares dos LB biodedradados €
mostrada nas fiduras 18 e 19, Destes cromatogramas de permeasdo
em 4del, podemos concluir gue & despolimerizacho dos LS ¢ méxima
nas concentragBes maiores de nitrod&nio. Também pode-se observar
ap perfil diferznile na despolimerizag8o das culiluras com & Sen

axigenacdo.



Tetes resullades podem ser considerados conpardveis acs ob-

tidos com cultives de P, chrysosporium nos guais 0O ijignossulfona~-

1o foi degradado para pesos moleculares de aproximadaments 1.400

(Uimer = col. 19B3).
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FIGURA 18. Cromalodrama de permeagdo em del em Sephadex G-DHO

(ver 2.21) de culturas de C, sitophila contende lignossulfonalo e

diferentes concenlrasfes de nitrog€nio; sem borbulhar gxidEnio.

AT L8 nf&o iratado. B! 9 mmol H/L. £y 37 mpol /1. DI 76 mmol H/L.
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FIGURA 19. {romatogdrana de permeasio em gel em Serhadex G-50 de

culturas de ¢, sitogphila contendo lignossulfonato e diferentes

concentrasles de nilrod@nio, foi borbulhado oxigEnio durante 10
min. a cada 3 dias.A> LB n#%c tratado. B! 9 mmol H/1. € 27 nnol

N/1. Dt 76 mmol N/L.

A figura 20 mosira uma curva de calibragic da coluna uvsada
para ezludar a distribuicdo de pesos moleculares dos L.8. Observa-

sg uma linearidade enlre o0s pasos de 23.000 a 6£.500.
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FTIGURA 20. Curva de calibragdo da coluna de Sephadex G-50.
PH (Tripsinal)=23.000, (Hiedlobina)=17.000, {Lisosi—

ma)=13.900; (Flobafeno)=6.500 (ver 2.215.

NZn sendo possivel medir a atividade "ligninase™ {oxidagdo
de 4&lcool veratri{lico a veralraldeido?) num meio contende lidgnina
ou lignossulfonato, como nesle caso devido & alta absorb3ncia
dos mecsmos a 310 nm, foi medida a atividade fenai~oxid#se (oxida-
¢80 de o-dianisidiﬁa), que também foi maxima (0,20 U/1 no sexio
dia, figura 21) nos caldos contendo maior concentracfoc de nitro-
d8nio (76 mmol de N/1 sem borbulhar oxigBnio), Nas culluras onde
foi borbulhade oxigBnio, os valores oblidos foram inferiores (fi-

gura 22 7.
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DIAS DE CULTIVO

FPIGURA 21. Frodusfo de fenol-oxidase por L. sitophila na pre-

senga de 0,1 ¥ LS, Heio Fries axidenado contendo : {~~0O—=-13) 9 mmol

H/l; ¢ -=O0~--3 27 mmol H/l e { ~p==) 76 mmol H/L. Ver Z2.3).
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DIAS DE CULTIVO

FIGURA 22. Producio de fencl-oxidase por C. sitlophila na pre-

SENER de LS. Heio Fries oxidenado contendo : {~=0--) 9 nmol H/1,

(~—[-=—) 27 mmol N/1 e (-=0~~) 76 mmol N/1. Ver 2.57.

As cultluras nas guais foram observadas as miximas modifica-
cBes doe LS coincidem com aguelas de maxima atividade fenol-oxi-
dase; sendo olara a participacio desias enzimas na biodedradacdo

de LB,
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O coentetdo dos drupos OX fendlicos do LB biodegradade a di-
ferentes concenirasBes de nitrogEnio apds 12 dias com & sem bor-—
bulhamento de ﬁxigénié é mostrade na tabela 4.

Nz tabela 4 podemos ver gue o teor de OH fendlicos do Lg
viodedradado em meioc contendo 76 mmol de nitrog€nioc’/l; na ausEn-
cia de oxigdenaclBo, apresentou um aumento de 18;& ¥ em relasdo aco
controle nfo inoculade. HNo entanlc em concentrasfes menores de
nitrod8nio o leor de OH fendlico do LS diminuiu. Para as amosiras
em gue foi borbulhade oxig&nic nio foi observada uma correlacdo
entre 2 concentracfo de nitrod8nio presenle no ngioc de culiiveo e

a percentadem de OH fendlico.

TABELA 4. TEOR DE O FENGLICOS (X) APAS A BEIODEGRADAGRO POR 12

DIAS.
CONDIGOES
HED Ay (a) OXIGENIO (b)
N mmol/1] TRATADO 76 27 9 Té 27 9
% OHicd 1,05 1,29 1,20 0,76 1,08 1,18 1,14

a) Cultura estacionéria na preseng¢a de ar.
Ly Cultura estacionaria com oxidEnas %o a cada 3 dias por 10 min.
¢) gramas de OH por 100 4g. de lignina.

d) Erro maxime de 4 X%.
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A produsdc de HpDs enm culturas contende 76 mmol H/l com e
cem oxidenas%o ¢ mostrada na figura 23. A produgfo de HgpOp enm

sculturas de P, chrysosporiun € muito superior guandoc a culiura &

oxidenada {(Faison e Yirk, 198323, pordém @m nOSS0 CASO s4¢ foi ab—
sprvado um aumento a partir de nono dia gue posteriormente dimi-
nuiv, Im menores concenlracles de nitrod8nio; valores inferiores

toram 0blidos (ndo mostradod.
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FIGURA 23. Produgio de HpDg por £. silophila en culturas conltendo

0,1 % de LB, 76 mmol N/1 {==[]--) cullurz nfo oxigenada e { ==~

cultura oxidenada {ver 2:53%.
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A magnitude da biodedradas8o de ligdnessulionatlo {L8) por C.
sitophila foil gquantificada pelo mélodo da nitrosolidnina. Apesar
deste método ser baseado na reagfio de dcido nilroso com  grupos
tendlicos do LS (a percentagem de OH fendlico no LS rgﬁiduai va-
ria duranie a bicdedradasfol; ele tem sido usade por SBelin & col.

(19753 para medir o consume de LS por Polvmorus dichrous {dedgra~—

dacio observada 11 %3 e por Xern (31983) para medir o consumo de

LS por Trichoderma harzianum (dedradagdo observada 35%). £. si-

tophila dedradou um maximo de 42 % de LS seguindo a cinélica mos—

trads na fidura 24,
1.2,
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FIGURA 24. Consumo de Lidgnoussulfonalo por ., sitophila, sedundo

determinasioc alravés do mélodo da pitrosclidnina (meig Fries 0,1

de LS, 1:;0 % de dlicose)
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As transformaches que C. sitonhila produz no LE en alta con-

centracfoc de niired8nio foram analisadas {(tabela 5). A fracfo de
menor peso molecular { fradmenios de LS foi separada por exausii-
va didlise conira Adua deicnizada. Hestas condigles far#m separa—
das as fragBes com peso molecular menor U@ 10.000,; paasibiiiian“
do a analise do LS polimérico remangscentie.

Mz tabela 5 sfo comparadas as mudangas do LS n#c iratado e o
LS bhiodedradado. A percentaden de OH fendlico aumenta 14 ¥, melo-
wilas por unidade fenil propano {£~9) aumenta 7 X & © canteédc da

of & ¥‘carbanilas permansce pralicamenlte inaliterado.

TARELA 5. NUDANGAS NOES GRUPOS FUNCIOMNAIS DE LS POR €. sitophila

_-_a..-..._-_..—_...-_.-......,—a-_.-.--....-».-_.-.....—_-.a..__.-..—_-aa-_._w_-_,-a-_m._—_u—_m.—_-_—_-..._-_—_m#.——-_.n

NHO TRATADO BIODEGRADADD
a [1 g7} en™ 12 11.91 + 0,59 10.55 + 0,25
Carbonilas o 0,004 0,006

Y 0,018 0,015
% 0OH fendlicos 1,57 1,832
OCH3/Cq 1,28 - 1,38

mmd”—m—“_—qﬁ“‘—m—-—‘li-ul_——-—-—‘l-ﬁ-l—l—"-ﬂv—ﬂl“-ﬂ—--."—ll-l_——-u—lbﬂa——m——aﬁ—mﬁ“«n——m*ﬂ——“““

A partir da absorbdncia no infravermelho podenos bbter> ou-
tras evidéncias de alteragfes estruturais no 1.3 biodedradado.
Usando & razfo de absorb3ncia a 1040 ean~1 (sulfonato)/ 1610 cn~3
(avromilico) foi observado um incremenlo relativo dos grupos sul-
Fonatos/aroméaticos de 0,34 para 0,48 no nic tratado e biodedrada-

do, respectivanenie.
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Portanlo, com esta série de medidas; iemos fnrtes evid€ncias

para acreditar que ao conirédrio do basidiomiceto F. chyysospo-

riGms ¢, silophila dedrada lidnina em culiura aditada & na pre-

sencm de nitrogénio enm concenlragles tais gue permitem um oresci-
menio sem limitasfo de nutrientes. 0 sistema lidninclitico de E.

chrysosporium sd & ativade na carBnoia de npuilrientes; principal-

mente nitrog®nioc e excepcionalmenle em cultura aditada, Esie fatlo
tem importlanies consegqudncias biolecnoldgicas,; guando se pensa na
produc o de enzimas ligninoliticas, considerando gue o Ccrescimen—
to ni%c deve sofrer resirigles 2 que culluras em biorreatares {ando
imobil izadas), devem ser agitadas. Grandes esforgos 1E8m sido fei-

tos por outros grupos para produzir mulanles de B, chrysosyporianm

capazes de produzir enzimas lidninoli{ticas na abund8ncizx de¢ nu-

trientes (XKirk e Farrell, 1987). Outlra exegldo, CORmO C. sitophila

s L. edodes que expressx atividade ligninase duranie o perioda de
crescimento vedetative (Leathan, 1984).

A influBncia do oxig®nio na degradagfo de LS e na produgdo
de fenoal-oxidases, ndoc phGde ser esclarecido tolalmenle com as ex-
periBncias realizadas, considerando que ndo foran esludados dife-
rentes fluxos ou como este sistema se comportaria se em ludar de
oxidBrniic tivesse sido borbulhads ar. Em principio poder—se—ia di-
zer ogue o oxidBnioc nas condig8es usadas tem um efeitlo inibidor
sobre a produs%c de enzimas pelo fundo. Inibigdo das enzimas lig~-
ninoliticas por oxid8nio também fol observado eﬁ culituras de €.

versicolor (Dodson & col., 1987).




3.3 INFLUEMCIA DAS CONDIGHBES DE CULTIVO HA PRODUGHD DE LIGHINASE

A producfo de ligninases; por €. silophila apresenta gdrandes

variacBes entre as culturas, mesmo em condigles idéntlicas. Istio #
um fato comum em fungdos lidninolfiticos {(Jonsson e col.; 19873 ex~

perifncia pessoal com P. chrysosporium, ndo mesiradal. Desta for-—

ma; foram realizadas tenlalivas para supentar 2 normalizar a pro-
duglo de ligninase ailravéds de imobilizagdo do fundo e uso de de-

terdente no meic de culiivo.

3.3.1 lmobilizasdo em supories polinéricos

A imobilizac8o do fundo foi realizada em suporles de ny-—
lon e espuma de poliurelano. Os resultados oblidos mostraram que
o nylen ¢ um suporte adegquado se comparado com o micélio livre e
o micélio imobilizado em poliuretano (fidura 23). No dia de maxi-

ma atividade, C, sitophila imobilizado em nylon produziu 2 vezes

mais enzima gue o micélio livre. Cake resallar que os valores ab-

zolutos desta experiBneia s80 baixos se corparados com oulros va-

lores obtidos com este fungdgo (Ver 3.4, 3.5 e Rodrigduez , 1987).
Ensaios de imebilizasc%o em nylon e poliuretano 18m sido rea-

lizados com P. chrysosperium. Kirkpatlrick & Palmer (1987) repor—

taram peliuretane como um excelente suporte, sendo que para Linko
e Zhongd (1987); nvlon fol o melhor suporie para a pfeduqén de
lidninases por este fundo. Trabalhande com um biorrealor de 10 1

e usandno P. chrysosvorium imobilizado em cubos de nylon foi obii-

da uma drande preoducfo de lidninases {(Linko, 1988)>. Em nossoc ca-
so, n%o foram cobhservadas drandes variasles na produsfo de lidni-

naze, enire o085 dois supories.
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0 uso de& nylon para imobilizar €. sitophila poderd ter apli~

cagBes na produclio de ligninases por este {undo, uwma vez 4que s~

jam meihor ocompreendidos oulres falores envelvidos na sua produ-

c&o.
~ ¢4
IHOBILIZACAO DE C. sitophila EM SUPORTES PLASTICOS
8
4 WICFLIO LIVRE [ 1MOBILIZADO EM HYLON
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FIGURA 25. Atividade ligninase (U/1) de C, sitophila livre e

imosbilizado em suporte de nylon e espums de poliuretlano

2.93.

{ver
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2,3.2 Adig&o de deterdenies.

Resultados obtidos na dedradagfo de LS (ver 3.2.2) e nadeira
(Ferraz, comunicasfo pessoal ) nos quais sempre o sistenma ildgnino~
litice atua eficientemente, nos levaram a considerar a possibili-
dade da enzimz permanecer unida ac micélioc e a mu&an%a de ativi-
dade ligninase entre as culluras esiar relacicnada & alieracles
na liberacio das engimas.

Foi suderido gue as enzimas exiracelularss sdo sintelizgadas
em polissomas lidados & membrana. s precurscres desias proieinas
contifm sequéncias de aminodcidos hidrofdbicos os guais sfo cliva-
dos por proteaszes especificas duranile a secresdo da enzima { Che-
ethan, 1985 e referBnecias al{ inclufdas?.

0 rendimento da secresdo das enzimas pode ser incremenilado
pela adig¢8o de surfactlanies no meio de cultive. O mecanismo pelo
qual os surfactantes aumentam a produgdo de snzimas exiracelula-
res em fundos filamentosos n¥o fol até adora esiabelecido, mas
ten side suderido por vé&rios autores gue este fenBmeno esld asso-
ciado com a permeabilidade da membrana (Ashler e col., 1987 3.

Jader e col. (1983) mostraram que a adigdo de surfactantes
pic ifnicos tais como sorbitan polioxietileno menoolealo (Tween
803, sorbitan polioxietileno monolaureato (Tween 20) ou 3-{ 3-co~
lanidopropil )-dimetil-amBnio 1-propanosulfonato (CHAPS) aumentan
a produsdo ée ligninases com aditac8o. Asther & col. fl?ﬁ?} an—
mentzram & produsfo de lidninases adicionando 4dcido cleice emul-

sionado com Tween 80 ao meio de crescimenlo de P, chrysosporiun.

Ha intensfs de libsrayr a enzinma unida ao micédlie, fol esiu-
dada a influfnciz dos delerdentes Tween 80 e Triton X-100., A fi-

gura 26 mostra as atividades abtidas nestias condigfes, Pode ser
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observado que Tween 80 n3o aumenta a produsle de lidninase, FOrEm
Triton ¥X-100 produz um aumenio no oitlave dia &el4,5 vVeZes 5& COomnT
parade com & cultura sem delerdenie {(mdximo no 4% dial, o que po-
dz estar mostrande & liberasdo da enzima da membrana celula?{

¥z figura 27 podenmos observar gue Triten X-100 ten um efeito

nedative no crescimento de £, 5ilochila, provocando uma drastica

queda no peso de micélio. For culrc lado, Tween 80 gstimula o
crescimento mas nio a produc8o de ligninases, ista pode estayr as-
sociado A presenga de dcidos graxos neste detergenle os gquais po-
Jdem ser metabolizados pele fungo. Quanto a Trilon X-100, apesar
da forte <gueda no crescimento das culturas, eslas apresenlaran

mais alta atividads lidninase.
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FIGURA 27. Peso seco de micélio de C. sitophila em meio sem de—

tergente, na presensa de Tween BO e Triton X-106. Os surfactanles

(0,5 mg/ml > foram adicionados ao meio no inicio da culiura (ver

2.10G2.

Tentou—se obter um melhor crescimento e zo mesmo lempo uRma
maior produ¢ o de enzimas, adicionando o delergdente apds 72 horas
de crescimentc. Ha figura 28 podemos ver que ndo existe neste ca-
co um aumento na atividade ligninase, n&o cbslanle ter oblido um
maior crescimento micelar (fidgura 29) en relacdo ao experimenio
ande foi adicionade Triton no inicio da culiura. Tambén podenos

comprovar na fidura 29 gue a adigldo de Triton ¥-100 tem un efeilto
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nedative sobre o crescimento do fundc. Como se pode observar; a
massa micelar comeg¢a a diminunir assim que o detergenie ¢ adicio-

nado,; enguanto & cultura sem Triton continua &8 crescer.

TIYIDADE LIGHIMALE

&0
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FIGURA 28, Efeito de Triton X-100 na atividade lidninase de C.

sitogphila. 0 deterdente (0,5 md/ml) foi adicionado apds 72 horas

de crescimento (ver 2.103,

Ma figura 30 podemos ver gue o delerdente produz unm aumenio
da proteins soliuvel, nas como pode ser vislo na fidgura 28, isto

nf%s corresponde a um aunenio da atividade lidninase.
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ouira experifncia (n%o mostradal, na qual se pretendia

constatar estes dltimos resultados {produsdo de lidninase adicio-

nande deterdente apds 72 h); observamos que a atividade ligninase

aumeniaz em relacfo ao conircle mantendo-se 2 gueda na massa mice-

lar.

Podemos suspeitar gue a aglc do deterdente est4d ralacionads

com a velocidade de crescimento da sultura o gue depende; por sua

vez; da madgnitude e idade do indeulo. Ho momento da adicdo do de-

terdente (apds 72 horasd, O micélio tinha alecangade z massa de 22

"4

nha & massa <2 30 ng

{nZ%c mostrado} enguaniec gque no primeiro exemplo o micédlio ti-
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FIGURA 29. £feito de Triton ¥-100 na massa micelar de &,
sitophila. 0 deterdente (0,5 mdg/ml) foi adicionade apds 72 horas

de crescimnentoc {ver

2.107.
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FIGURA 30. Efeito de Triton X-100 na produclo de proteinas sold-

veis de €. sitephila. O deterdente (0,3 md/ml) foi adicionado

apés 72 horas de crescimento {(ver 2.10).

Sedundo os resultados apresentados, podemos ver que ¢ possi-
vel aumentzy & atividade lidninase imobilizando o fundo ou adi-
cionando deterdente no meio de cullivo, mas nesieg dllimoc caso,
outros par3metros deven ser verificados tais como a velocidade de

eyeecinentie da cultura e o tamanho do indoculo.



3.4 PURIFICAGHO DAS LIGHIHASES

C. sitophila foi cultivada em Erlenmever de 2 i contends

meio Fries tamponado com bifilalalo de sadio 0,05 ¥ a pH ;0. Apéds
5 &ias;'a stividade lidninase obtida foi 91 U/L. Apds arwmazenaden
deste ocaildo em deladeira por aldguns dias; a ativiéadé ligninase
sunentou para 103 U/1. O mesmo fenfmeno ji& foi cobservade por Glu-

moff e col. (1990) com ligninase de P, chrysosporium gue armaze—

nada a 4 ®C teve un aumenlo da alividade catalitica.

0 perfil de eluigie desias enzimas &n DEAE-Sephadex
A-50-120 & mostrade na figura 31. A presenca de tvr8s proleinas
com atividade lidninase podem ser observadas, as quais foram de-—

nominadas LiP-Cs ] (lignina peroxidase de €, sitophila) LiP~Cs 11l

e LiP-Cs 111. A disiribui¢8o destas enzimas, calculada como &
4rea sob & curva de hemoproteins {absorbi8ncia a 410 nm) foi de
33 %, 62 % e D %$para LiP-Cs 1, 11 e 11l respectivamente,.

A pureza das fragfes I, 11 e IIl foi confirmada por focali-
zacBo iscvelédirica e elelroforese, Os pesos moleculares e pontos

isoelétricos s4%o mosirados na tabela 8.
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FIGURA 31. Perfil de elui¢io das ligninases de €. sitophila numa

coluna de troca iSnica DEAE-Sephadex (ver 2.14). As fracles foram
analisadas pars a oxXidasdo do 3dlcool veralrilico ao aldefido {(lig-

ninase) & proieinas.

A principal enzima enconirada { abund8ncia relativa) feoi LiP-—
Cs I1 e seu especiro de absorgfo é mostrado na fidura 32. A adif
¢80 de 1-1,5 egquivalentes de HpUp & enzina, resulila num decrésci~-
mo da absorclo z 400 nm e a posterior adigdc de fenol (0,5-1,9
equivalentes ) desleca o maximo para 417 nm, suderindo gue esta
apresenta um ciclo catalitico semslhanie ac de peroxidase de raiz

forte (HRP > e ao de lidnina peroxidase de P, chrysosporium (Gold

e ocol.:s 1989). A presensa de um drupo heme ifoi confirmada pelo
métode hemooromo da piridina. PBaseado na absorbki3ncia hemoocronode—
noda dz pividina a 357 nm, foran determinados pg dyupos heme POy

molénula de proteina (Tabela 6. A concenirasio dtima de Hplg pa-

(M}

Na Cl
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ra a atividade das enzimas oxidando 4lcool veratrilico foi 0,1
¥, aque 2 proximne ac valer determinado para ligninase de P.

chrysosporium, O;15 nH.

0,180

<
O
=
Z 0,120
o
(8
S
4]
o
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0,060

360,0 4200 480,0 540,0 600,0
Alnm)

FIGCURA 32. Espectiro de absors8o de LpCs I1. (

) Enzima nati-
va; {(=-—#-—) Apds =adiglc de 1,5 equivalentes de HaOg @ (——8 -—)
apés adisdo de 1,5 eguivalentes de HgOs e 1,0 equivalentes de fe-
nol. Todos os espectros foram realizados em tanpfo tartaralo de

sadio 0:;1 ¥ »H 4,8,
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TABELA b. CARATER{STICAS DAS LIGNINASES DE €. sitophila

ﬂ-_-wﬂ‘——w—lﬂ-——-—”-‘M-.-“‘lna—-‘—-——_'wm‘”*“—n“-—_———“wmwwﬂ“u_——-—mmmw“‘-_——“

LiP-Cs 1 LiP~Cs 11 LiP-Cs 111
Percentagem® 33 % 62 % 5 %
Ponto lsoelélirico 23 b;7 | 4,5
Feso Holecular (Lal 68,000 50.200 47 .500
Fe/Hene 0,8 1,3 1,2
pH étimo 3:0 550 4,0
Atividade espec{fica® 650 4,4 9,1
Kp ap. dlceool V. nH 0,37 0,30 G;12
Vpax 4lcoel V. nmel/min ml 9,09 8;30 2;30
Km ap. Halz pH 50 37 | 33
Vpnayx H20p nmol/nin ml 6,67 7,20 4,80
HoOp dtimo (ml) 0,1 Oyt ¢,1
% de carboidratq 25,7 14,8 17,4

i s e 2 v ol S At o o Tk o i il e AR A Ay o — ] " T7 7 T i AL D D WA SO TN Sk St Yt AR T T TR e A . L e M i i e

(%) Area sob & curva a 41¢ nm.
{#) Atividade especifica na oxidag8o de 4lcool veralrilico para

aldefido em nmol min~1l x mg”l.

Aldumas semelhan¢as foram enconiradas enire as lidgninases de

¢. sitophila e as de P, chrysosporium & P, radiaia. Eslas sio

glicoproteinas e 18m pesocs moleculares de mesma madnitude (48 KDa

LpCs I11; 42 XDa LiP de P. chrysosporium; 42-435 KDa de P. radia—

ta). Estas enzimas diferem por nfo terem sido retidas pela coluna

hm—

de trocsz iBnica usada para separar as lidninases de P, chrysospor

vium {(Tien # Kirk,; 19847.
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3.5 CULTIVOS E¥ BIORREATOR.

Cultives de €, sitovhila foranm realizados num biocrrealor de

1% 1, Diferentes condigles foram experimentadas variando a velo-
cidade de aditagdo, fluxo de ar e pH. Os parfmetros iniciais fi-
xados para gctas experifnecias, foram escolhidos de .maneira'.um
tante alealdria, visande principalmenie na primeira etapa; ava—

liar o comporiamento de C. sitophila guando cultivado em biorrea-

tor. Os resultados cbtidos sfoc mosirados na labela 2.

TABELA ¥. Produsdo de lidninase por C. sitophila em biorrealor:

variacio de alduns pardEmetiros.

.—..-.—._-..—...a—.-.—m—.—....—.___.——_.-.-...—.—.a—-———-—.——.—._-...——_.-.m_.a-..—-_._-p_--—a.—_—...-q-.———m.-u_-

AGITAGEO FLUXO AR pH TEKPO PARA LIGHINASE
TPR 1/min maximo minimo GLICOSE{O,1 4/1 y/L

1 100 2,5 3,0(96h) 4,6(120h) / n.d.

2 100 Pulsado® 5,00(60h) 6,00 96h) / n.d.

3 160  Pulsadae  3,3(42h) &6,5( 96h) / 20 ( 96h)

4 20 5,0 4,5(27h) 8,8(138h) 50 h 250 { 140h)

5 20 5,0 ajustado a 6,0 63 h 107 (110h)

6 20 5,0 ajustado a 3,4 45 h 19 { 180h)

7 20 10,0 2,0048h) &,1C(177h) n.d. 6 (144K)

,_.._—.................——..-—--——----m.-.—--—u.---u«-—_m.m_.—-.....-a.....-_...—_..m._uuo-—__..._.--n_—__mm._n.____—mua--—_mm—-

(¥) Pulsado: Foi borbulhado ar, alé saturagdo de oxid8nio; cada

vez gue esle caiu para ZEro (ver'zgii),

Ha tabela ¥, podencs ver gue as melhores condigfes; enire as

gxperimeniadas; fovam 25 da batelada 4. Repetidas bateladas nes~
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tas condi¢Bes deram resuliados semelhantes,

Ha figura 33 ¢ mositrado em detalhe o andamento da cultuia no
hiorrealor. Glicose & totalments consumida as 3¢ horas o que
coincide com o aunmenis do oxidBnio dissolvido. O pH inicial (&;02
cai nas primeiras 24 horas aié 4,5 e posteriormenie aumenila en
torma constante zté pH 8,8. A gueda do oxigBnio dissclvido enire
90 e 116 horas, pode ser atribuida & ades3oc de micélio sobre o
eletrodo ouw ac consunc de oxig®nio pelo microordanismo, coinci-
dindas com o aunmento da produsfoc de ligninase, o que tem sido ob-
servade com oeria frequfncia.

A produsfo de ligninases foi deteciada a partir das 1é& horas

de cultive (5,0 U/L) chedando atéd 250 U/1 no fim da cultura.
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FIGURA 23. Comportamento da cultura de £, sitophila em

biorreator; na condisfo 4 da tabela 3.
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A medida da atividade ligninase apreseniou unm inusitado pro-
blema. Foi deteclada gqueda da absorb3ncia do brance {(ifampdo tar-
tarato + caldo de cullive + perdxido de hidrod€nio? durante o en—
emio de atividade lidgninase, como mosirade na flgdura 24-B, Consi~
derands que o perdxido estava sendo consumido, usamos eancéntraw
s%es maiores de Hg0s para medir atividade lidninase céme nosirado
na figura 35; na qual podemcs também observar as ocinélicas de

oxidaclo para diferentes conceniragles de perduwido de hidrod€@nio.

c A

c 1,2

&

-

Q 0,8 <

10 =

< o

E <

7]

<< 0,4 @ 10 min

o] <<

g 1 |
It 330 370 Alnm)
M |

< | ! | i

0 50 100 150 200
CONCENTRACAO Hs0p3 (mM)

FIGURA 34. A: Oxidasfo de &lcool veralri{lico pelo meio exiracelu-—

lar de C. sitophila em diferentes conceniragfes de Hy0p. Br Dimi-

nuicdo da absorbincia do caldo na presensa de HpOn 150 mK. A
concentrasio de perdxido foi verificada pela zbeorb3ncia a 230 nn

{ £ 272,84 ¥ on~l) da solucdo estoque.
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Como & concenitraglpo dlima de perdxido para a medida de ati-
vidade lignimnase muda com 3 idade da cullura analisada, foram ne-
cessadrias 1r8s diferentes comcentrasles de perdxide para cada
pontoe nonitorado. Observamos gue existe ums conceniragdo ‘ﬁtima
apds a 9quml a atividade comega a diminuir {figura 34~-A). Os
controles realizades indicaram gue HpOp nSc atua diretamenle
sobre o Adlcool verairilico nestas condigdes.

~ I

2
OXIDALA0 DO ALLOCL VERATRILICO POR LIGHIMASE L.s.

1.6
4 BE0Z 1D wH A H202 T M
[ HR0Z 58 o g H202 188 wH
O B202 159 =M & H207 260 W
1.2
g
4
8
t
o]
¢ 5
g
sl
i)
7
{z
8
&%
&
% .
B §
¢
a { 3 ! i 5 ¢
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TIGURA 35. Cindtica da oxidasfo de ilcool vevatlrilico ac aldeido;s

rpelo melic extracelular de €. sitophils, em diferenies

concenirasBes de perdxido de hidrod@nio.



8y

As tentativas para determinar a nalureza da diminuigdo da
absorb3ncia a 340 nm e a relaclo desie fenBmeno com a atividade
lidninase foram mal sucedidos,

Suspeilou-se da presenga no meio exiracelular de‘ Ca
citophila de peplideos iransportadores de ferroe {chamados de
siderdforos ?» ja& eécan%raénﬁ no meic extracelular de B, orasss os
que eventualmenle poderiam reagir com HpOpz. A metodologia Ji
deserita (Wond e ¢col.;, 1983) foi adaplada para sgpar&-los dos
caldos de cultivos. Ha fidura 39 & mosirada a separasioc destes

compostos numa coluna de sephadex LH=-2G.

188
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i
¢
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fu
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4
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<
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%
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@
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4
i
a

g Sa 198 15 b8 239 308 3%e 4@ 438 sed
YOLUNE DE ELUIGAO (ai) '

FICURA 3&. Separagio de compostos do caldo de cultlivo enm Sephadex
LH~20,; fase mdével: metlanoclj amosira aplicada: G,7158ng

{ver 2.201).
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Sele compostos foram obtidos; mas nenhum readiuv COHW
peréxido de hidrogEnio nem com perdxido mais &lcool veratrilico,
Hz tabela 8 =%o0 nostradas 25 carateristicas de absorcdo gy
destes compostos. A maior caralerizagio deles pode ser ab;e%a de

um trabalho cenirado neste cbjetlivo.

TABELA 8., Carvacleristicas UV dos composios oblides a partir do

caldo de cultive.

e o A S o ek i W A Bt W oo P i AR A i S i T A o ik ok UL S WD T T i LT S R s

HEY da fragio X maximo onbro

1 223 261
2 2367427 /

3 236 261
4 212 403
5 234 270
& 235/298 /
7 212/222 /

o i ——— 1 i W S S d s (AB G T PT  k b A  T  (5

0 alto requerimento de Hglly do calde exiracelular para
oxidar A4Alcool veratrilico a aldef{do ¢ um fato inusitado e este
nio pide até adora ser resclvido. Istoc abre uma &rea de pesgquisa
muito interessante e no nomenio € objelo de outra tese de

doutorado.
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4
3.6 BIOSSiHTESE E DEGRADAGHEO DE ALCOOL VERATRILICO PELO HEID

EXTRACELULAR DE C. SITOPHILA.

3.6,1 Binssintese de &lcool varatriljca

Ho éxtrata—CHQCIE proveniente dos <caldoes ;bti&os no
Liorreator foranmn detectados dois compostos por HPLC (figura 372
Um deles, com tempo de retensdo de 3,46 min, fei identificado como
4lcpnl veratrilico por comparasic dos tempos de relencdo en
coluna de fase reversa Cyg, usando agelonitrilazdduz / (1:4) e
meﬁanol:agua / (1:10) como fases méveis; por oco-injegdo com
amostra padrfo e pelo espectro de absorb3ncia UV (figuras 37-38).
0 outrc composto, com tempo de retencdo de 14,7 min; apresenioun o
mesmo tempo de reltengfo gue o aldeido veratlrilico por comparagdo
{Figura 37—38) e por co-injes¢8o, usande os mesmos sislenas de
solventes acima mencionados. Considerando que alduma diferenga
pode ser observada nos especlros de absorbEncia UV deste iltlimo
conposto, a idenlidade permaneceu desconhecida.

A import3nciz do dlcool veratrilico na produgdo de ligninase
e nz bkiodedradas80 de lignina foi demensirada por véarios
pesquisadores {(ver 1.3.1). Da mesma maneira que ndo existen
gutros informes de lidninases em ascomicetos além do caso por nos
descoberto, esia & primeirz vez gque ¢ relatada a bicossinlese de
Alcool veratrilico por um ascomicelo., Isto sudere gue a produgdo
do A&lcool veratrilico possa ser um fenSmeno associado 3 produgdo
de lidnina—-peroxidases, sejam estes fundos basidiomicelos ou

ascomicelos.
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FIGURA 37. A: HPLC dos composios ex'raidos com diclorometano do

cxldo de ocultivo de €. sitophila. Celuna Cjg, fase mdvel

acetonitrilatddua (1:4). B: Especiro de absorelo UV do composio
com  lenpo de retencio 5,46 min. ¢t Especiro de absorgao ¥ do

compostio com tempo de relencio 14,7 min.
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FIGURA 38 Ar HPLC dos padrBes &lcool e aldeido veratrilico.
Coluna Cipg j fase mdvel acetonitrila:zdgua (1:4). B: Especiro de
absorcBo UV éo ilcool verairilico. C: Especiro de absorsBo UV do

aldefido verairilico.
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3.6.2 Biodegradacho de adlcool veratrilice.

fi1s produios da biodedradacgio de dlcool wveratrilico (lempo de

cretencio S,5 min, fidura 38 Adjna presensa de Hplz pelo meio

exiracelular de €. sitophila obiido en biorrea?ar, foran
ectudados por HPLC {figura 39). O principal produtlo obtide foi
aldeido veratrilice {(tempo de retengdc 14;4 nin). Guires pilioos
foran observados e seus especiros de absorgsio redisirados
{fidguras 403, Estes composios ndo apresentaram as bandas de
abksorsdo cﬂrrespﬁndenteé 45 <quinonas e lactonas oblidas na

dedradacio de &lcool veralrilice por E, chrysosporiuvm, mas foi

chaervada ¢forte coloracfe amarela no meio de reagdo apfis a
dedradacdo. ® possivel gque culras enzimas atuem sobre o Adlcocol ou

seus produtos de dedradagdo dando diferentes compostos.
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FIGURA 39. HPLC dos produtos da dedradagso de Alcool veratrilico

em coluna Cygj fase mdvel acetonilrila:zdgua (1:4).
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3.7 HEDIDA DA ATIVIDADE LIGHIHASE POR QUIHILUHINESCENCIA.

A =atividade ligninase ¢ nedids pela oxidagdp de 4&lecool
veratrilice ao correspondente aldeido, gue @& mmnitﬂrado.a 3;0 nn
e = atividade lidninol{tica total de uma cultiura ¢ nedida pela
rrodusfo de 14-Cl, a partlir de 14-C-lidnina.

Ho intuito de encontrar um nétodo mais deral que o
cspectrofotométirico e mais simples que aquele com composios
marcados e <gue possa gquaniificar as miltiplas enzimas envolvidas
nz biocdedradacio de lidnina, foi medida a emissfo de fdtlons
produzidoes na recombinacidc de compostos radicalares produzidoes

pelas enzimas de €. sitophila atuando em lignina,

A emissfo de fétons de um extrate crd de lidninase aluando
em lignina dioxanoc & mostrado na figura 41. Apds 20 segundos gstia
comportou—-se de maneira linear. Este emnsaio foi realizado a dois
valores de pH e pGde zer observado gque a pH 5,0 foi oblida uma
maior emissfo de fdtons, indicande provavelmente, que a LiP-Cs 11
{pH étimo S5,C) seja mais ativa sobre lignina,

A atividade ligninase expressa em U/1 pSde ser linearmenie
correlacionada com a emiss8c de fdétons da enzima aluando sobre
lignina dioxano, como mostrado na fidura 42., indicando <que &
rossivel medir 8 atividade enzim&lica do caldo atuando
diretamente em lidnina. Este poderd chedar a ser um método de uso
geral pars medir a capacidade ligninolitica total de um
microordanismo, pela sua sinmnplicidade e por ser capaz de
guantificar a a¢f%o de todas as enzimas que atuam sobre lignina e
que sfo0 capazes de derar radicais.

Sugere—se o teste deste novo mélodo com oulros caldos

enzinaticos; provenientes 4de putros microordanismos
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conhecidos; a fim de mosirar sua
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aplicabilidade

deral.
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FIGURA 41.

Emisz&0 de foldns de um extrato ocrd de C.

sitophila

atuandns sobre lidnina diovano em dois diferentes pH {(ver 2.7).
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Correlasdo entre a atividade ligninoli{tica

fdlons das lidninases de €. Sitophila atuando

lignina dioxano {(ver 2.7},
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3.8 TRATAMENTO COHBINADD FOTOQUINICDO MNICROBIAGICO DO

LIGNOSSULFORATO

Considerande gque a folodedradaszie de lignina e a
biodedradacido s8c processos radicalares; parece interessante
comparar os efeilos da foloirradiacdo e 2 biodedradacioc no LS bhewm
coms 3 ocombinagsdoc destes dois processos. £ possivel considerar
aplicas8es a0 iralamento de efluentes da inddstiria papelpira nnnm
processo que ocombine esies tratamentos.

Com esie fim, foram conduzidas experif€ncias capazes de
mostrar o efeitlo da irradia¢fo foleoguimica nos LE. Estudoszs da de-
dradacdo de lidnina, celulose; efluentes e oulros materiais lig-
noceluldesicos usande luz UV e fundos; foram relatados previamente
relo nosso drupo {(Durdn e col. 1988 b,c).

As irradiagbes do LS foram realizadas em solus%o aquosa con-
vende 0;1 % de }S, amoslras foram analisadas neo intervalo de 3 a
12 horas. As seduintes caraleristicas foram estudadas: absorb3n-
cia, fluoresec®ncia e quimiluminesc®ncia. Estas técnicas sfc comu-
menie usadas para esltudar mudangas nas ligninas fotloirradiadas
(Hansilla, 1986) e evidenciam o aumento ou diminug¢fo de drupos
funcionais.

Na figura 43 pode-se observar a diminuicfo da absorbi3ncia enm
280 =nm,; o gue pode ser interpretado como proveniente da perda de
aromalicidade do polimero pou desaparecimento de duplas lidagfes e

carbonilas conjudadas com andis aromdticos (Hansilla, 1986),
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FIGURA 43. AbsorbEncia da sclus8o de LS fotoirradiado (0,1 X%

diluideo 19 wvezes) Ve a fluv€ncia de irradiagfo {(ver 2.24)

0 especiro de {luorescBncia dos LS evidencia a presenga de
estruturas de tipo estilbeno (Lundguist e col.,, 1981) onde a di-
minui¢%ec de fluorescBncia (fidura 44) pode ser alribuida A guebra
destas estruturas (possivelmente & guebra de duplas lidagbes).

A reacBo de avtoxidac3o em meio bidsico do LS, apresenia qui-
miluminesc®ncia com uma cindtica carateri{stica {(fidura 45-A). Na
fidura 45%-B pode ser cobservado o aumenlo da quimiluminescEncia
com o tempo de irradias¢do. Foi demonstirado por Hansilla (19886)
gque esta técocnica é adequada para enconirar o tempo de irradiagéo
onde ocorrem as maiores modificacles em lidgninas, gquem tTambén
discutiu em detalhes os mecanismos de reasdo envolvidos nesis fe-

nBneno.
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FIGURA 44. Fluoresc®ncia da solu¢i%o de LS fotoirradiado (0,1 %

diluido 10 wvezes ). A: Espetlros das anostras ¢ } ndo irradia-
da; {(———) Bpds 3 horas de irradiac¢fo e (—~s—1) zpds 3I& horas de
irradia¢io. A de exe. = 335 nm. Ar pindtica de decaimente Us a

fluBneia de irradia¢fce. » de exe.= 335 nmy, » de sniss. = 400 nm,

{ver Z2.243.
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FIGURA 45. Quimiluminesc@ncia em meie bédsico da solugio de LS

fotoirradiado (conc. 0,1 ¥). A: Intensidade da guimiluminescE&n-
cia apés 0,3 minutos da adigdo de NaOH Vs a fluEncia de irradia-
;0. B: Cinéticaﬁde decaiménta da guinmiluminescEncia apds adicgio

de NalOH. (ver 2.24).

FPara o estudo combinade fotogquimico-microbiolddico escolhe-
mos o tempo para o tratamento fotoguinico de 3 horas (fluBncia =
1,2 KJ/m? x 1023, Isto foi feito considerandc as maximas modifi-
caclBes no menor ltempo de irradiagio.

0 LS irradiado fol posteriormente biodedradade por 12 dias.
A absorbincia em 280 nm y 420 nm e a razfo entre elas, conhecida
como coeficienle de celoragdo (Slawinska e col., 1979) varia conmo

nostrado na tabelz 9, .
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TABELA 9. ABSOREBANCIA DO LIGNOSSULFOHATO (0,;1 ¥) SURNETIDO A DI-
FERENTES TRATAMENTOS E SUA RELAGHMO COM O COEFICEXTE DE COLORAGHO.
¢ irradiagBc 3 h, £=1,2 Xji/m?, biodedradasfo por 12 dizs). {ver
2.21, 2.243

e ke i s (A3 ot WS TR A Sk Tt oy S SIS AL M Gl o e b RO . o D LS s, i e TN S SR T (. ST D LD by ol b e AP S T D WO R R TR D T S G A D AT S

XARBE (280 nm)) ABE (420 nm}; ABS (2BO)/ABS {42013

kAN S A R Tyt SITEY AT G T Y S G A i . A M D A i Al (o i e DY D it it | ST W RO ST IR ALY e el e el e T KON S A FIND RO S MY A W o Y R WO R T T T kT

N80 IRRADIADD 0,729 QG172 42,4

IRRADIADC 0,669 ;239 28,0 .H
HEQ IRR. BIUD. 0,684 t (0,011 0,218 ¥ 0,004 31;3 % 0,06
IRR. BIODEGR. 0,319 ¢ 0,011 0,319 & 0,028 16,2 ¢ 1,1

G S e G XN L ) g (Y e o Kok oy 2 O (R S R XN M T O e D iSSP A ks kS i i T XM D AT L AT WOl AL Sk ik e SR YT W ST P M M A VR W AN i IS e bt

¥ Dilui{do 10 wvezes,

A raz&o ABB (28B0) / ABS (420) conhecida com§ coeficenle de
coloragdo & usaﬁa para medir as oxidagfes de polifendis (Slawins-
ka e col., 1979), ESedundo descritoc por Blawinska e col. (1979) e
por Durdn e col. (1984), irabalhando com taninos e gom lidnina
dioxanc (Durédn e col., 19884, quanto maior o valor do cogficentie,
menos polimerizado estd o polifenol. Nos dois casos antericrmente
citados exisle; nas repolimerizagfes dos polifendis, um aumento
da absorb3ncia tanto a 278 nm como a 420, sendo ésta dltina a uma
velocidade maior que a primeira, Em nosso caso observamos uma di-
minuigdo desta razdo no L5 irradiado ¢ biodedradado devido & que=~
da da absorbincia a 280 am e um aumento em 420 nn, ¢ontr$rianda
as permeasles em del gque mosiraram a despolimerizac8o dos L3,

Estes resuliados indicam que a relag8o 280 /420 nm; n¥c ests
relacionada somenle ao dran de polimeriza¢fo, mas também lidado a

rerda de aromatlicidade (280 nm) e & formaclo de guinonas (420 nmd
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g biolddion (fidura €63). Huando estes

processos S30 combinados, esta ndo diminui para niveis inferiores
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FIGURA 46. FluorescBneiz de lidnossulfonatos submetidos a

rentes Iralamentios.

COMPRINENTO DE OHDA (nm)

dife-

Irradiacf%c por 3 horas {ver 2.24) ¢ a biode-

dradacdo por 12 dias {(ver 2.213.
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& irradiag8c dos LS por 3 horas; produz uma queda da fracio
de maior peso molecular {acima de 23.000) ¢ um aumento nloc loga-
lizade de pesos moleculares menores (figura 47-4). drds a
biodegradas&o aparece um pico de baino peso molecular {(menor que
&.800, TFidura 47~B). Ho caso do LE previaments irradiadu,wa‘bin—
dedradacio causa uma diminvicls {(aproximadaments 24»X§ consida—

rando 2 dveax baixo da curval) da fracfoc de maior peso molecular.

PERMEACAO M CEL, DE LICHWSSULFOMITOS PERSEACRY % CEL DE LIGHOSSOLFORATOS
2 24 )

13 13]

o
=
-
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FIGURA 47. Distribuiglo de pesos moleculares do LS submetido a
diferentes tratamentos. A: LS nfo tratade ¢ irradiade por 3 ho-
ras, B: LS biodedradado por 12 dias e irradiado/biodedradadn {ver

2.21, 2.247%.
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A absorb3ncia no infravermelho ajuda a evidenciar as mudan—
¢as 9que os iratamenios fologuimico e biolddico ocasionam no 'LS
{Tabela 107%. & comparasdo dz zabsorsio z 1515 cm-1 (andis arcmadli-
cos ), com  as bandas em oculros comprimenios de onda, mosiram un
decréscimo relaltivo deos anéis aromédticos {(Tabelz 10) {Ban e Glan~-
ser; 19792. Uma banda 2 1400 o¢n~l nfo pBde ser at?ibuida, RNES

gque deve corresponder 3 prescenga de proteinas residuais.

TABELA 10. Hudangas na raz&o das absorb3ncias entre 1515 em~1 ¢

putros comprimenios de onda caracieristicos.

1.515/1.470 1.515/1.425 1.515/1.270 1.515/1.040
LS 1.68 2.00 0.95 1.10
LSCirr) 1,53 1.77 0.87 0.76
LS(bio) n.d. n.d. 0.84 0.58

A L . T — " —_—r TR T OO Mk T St ST WO D Al Ml Sl s Y A T T A, Ml M W S . s s o S Y S T A AR N M o i T — e AL M LA L AL AL A AR Uk il ol

n.d., bandas nfoc definidas.

1.515 en~! Vibracg8o de anéis aromiticos.
1.470 on~l Deforma¢fo assimétrica C-H.
1.425 cn~! Vibrag8o de andiz aromaticos.
1.270 emn~! Vibragio de anel tipo duaiacil.

1.040 cm~1 Grupos sulfonato.



108

Comparandoe o comportamenio de LS fotoirradiado e biodedrada~-
do pode-se destacar os seduintes fatos:
a) A absorb3ncia do LS biodegradado aumentis no inicio dz biode-
dradasio e posteriormen?e diminui; enguanto gus na fatoirradéagﬁo
s & opbservadas a diminuisBo,
by & fluoresoe€ncia cal nos dois casos.
¢t} Ha biodegradacsioc ¢ chservada despolimerizacic do LS; obitendo-
s¢ picos de menor peso molecular. Na foloirradiac®o a distribui-
%0 de pesos moleculares é pouco alterada.
d) A biodegradagdo apds o iralamento fologuimice; pouco allera as
carateristicas do0 LS.

Porlanto, podemos concluir gue a éifereﬁ;a fundamenial enire
a degradacido foloquimica e microbiolddica do LS & gque s¢ 3 micro-

biclddica cauvsa uma extensiva despolimerizas%o. As potencialida-

des de ¢, silophila ao tratamento de efluentes da indéstria pape-
leira s&o evidenles considerando que os tratamenlos cléssicos nfo
diminuem o peéu moelecular das fracles maiores. Ho entanto, a fo-
todecomposigd0o de efluenles calalisada por dioxido de tit3nio tem
tido exilto {(Kobovakawa e col., 1989) e a combinaclo desse método

com a subsequenle degradasdo por C. sitophila mostrou excelentes

resullados & foil por nds relatada (Durdn e col., 1990b).
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4. CONCLUSAMO GERAL.

8 estudo do sistema lidninoli{tico de Chrvsonilia sitophila &

de imporiSncia relevanle por irafar—se e2s5le de um fundo da classe
ascomiceto. Os fundos desta classe n#e eram conhecides cono
produlores dHe ligninases alé nosso descobrimento em 1987 (Durdn e
col., 19B7 2. Assim aplicamos muite do conhecimenio acumulado por
cutros drupos ao redor do mundo; no estude do basidiomicelo

Phanercochaetlte chrysosporium, 4 nossa pesguisa. Porém; tanto

guantc as semelhansas encontradas facililaram o trabalho, aldumas
diferencas fundameniais apresenlaramn—nos oulros desafiocs dgue
tiveram 4que ser resolvidos de maneira diferente. Esta € uma
primeira tentativa de desvendar o sistema pelo gqual este
microordanismo dedrada lidgnina.

A produgé8c de fenol-oxidases e de perdxido de hidrog®nio foi
induzida por subsiratos contendo lidnina. A participasio destas
enzimas, na degr;da;éo de lignossulfonato (L8} foi estabelecida.

0 L8 f{foi biodedradade em maior extensfc na abund3ncia de
nitrod®nic mno meic de cullive tanto em cullura adilada como
estaciondria. Isto & diferente do encontrado em culturas de P.

chrysosporiaum gue nfo dedrada lidnina em abunddncia de nutrientes

a excepoionalmente dedrada lignina em cultura agitada. As
andlises de distribuislo de pesos moleculares por cronmaltodrafia
de rpermeas&c em del, mosiraram a efetiva biodedrada¢doe do LE por

C. sitophila.

A purificasfo de tr8s hemoproleinas com atividade lidninase
g a despolimerizagfo gque este fundo ocasiona no LS; permiten

classificar L. sitophila como um fundo de decomposisic branca.

Como outros fundos reportados na literalura, esle itanbém produz
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dlcool veralrilico no meio extracelular.

As culturas realizadas. em biorrealor mostraram que €,
gitophila € capaz de produzir lidninase em alilas guantidades. ALS
recentenentie; o maicr impedimentio parz o zsiude das ligninasgs de
gqualguer dos fundos conhecidos; era a baixa produgdoc destas
enzimas nas culturas.

0 método guimiluminescente proposio para quantificar a
atividade lidgninolitica total de uma cultfura poderd ter unma
aplicagdo deral; porém € nescessdrio ainda testd~lo com oulros
fundos coem capacidade lidgnindlitica conhecida,

Uma avaliagdo da bio- e foto~ dedradasfo do LS, bem comos a
concilia¢8e dos dois tratamentos, permitiu estabelecer aldumas
diferencas e semelhansas enlre os dois processos; dos gquais sé a
biodedradag¢do preporciocnou uma despolimeriza¢fo significativa,

Ainda que o sistems lidninolfitico nfo p8de ser totalmente
esclarecidos o35 resultados mostrados nesta tese aprofundam nosso
conhecimentioc deste ascomicelo produtlor de lidninase e destaca as

polencialidades desle microordanismo para estudos e aplicacles.
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