Bioconversao de flavondides por Pycnoporus sp. e avaliacao dos parametros
reacionais para producao de lacase
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1. Introducao

A bioconversao ou biotransformacao € um campo da biotecnologia que tem
crescido extensamente. E um processo que inclui biocatalises enzimaticas por meio
de microrganismos, e que tem tido grande progresso por meio do isolamento, do
“screening” e da caracterizacdo dos microrganismos e de suas enzimas (KAUL et al.,
2004).

Os flavondides sdao compostos naturais que, em estudos recentes,
apresentaram diversas atividades tais como antioxidantes, antitumorais entre outras
(ROSAZZA, 2006). Naringina € um flavondide presente em frutas citricas e é
utilizada tradicionalmente na medicina chinesa como antiinflamatério e antioxidante,
ja a aglicona naringenina inibe a proliferacdo de células cancerosas (FANG et al.,
2006).

O Pycnoporus sp. € um basidiomiceto da familia Polyporaceae e, assim como
outros fungos lignoliticos, é bastante estudado principalmente pela producédo de
lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase (ESPOSITO,1993). O objetivo
deste trabalho é avaliar a influéncia dos flavondides na producdao de lacase por
Pycnoporus sp. em diferentes meios de cultura.

2. Material e Métodos

2.1 Meios de cultura

Meio de producdo de lacase (MPL) : Extrato de malte 1,25 % (p/v), CuSO45H.0
0,0005 % (p/v) e agua destilada qg.s.p.

Meio agar batata dextrose (BDA) : Foi utilizado o meio de cultura sélido comercial

Acumedia a temperatura ambiente (25°C) — Meio de manutencgao do fungo.



Meio descrito por RAMA, 1998: Maltose 20g,Tartarato de aménio 1,849, Tartarato de
sédio 2,3g, KH.PO, 1,33g, CaCl, 2 H,O 0,1g, MgSO,4 7H,O 0,59, FeSO4 7H,O
0,07g, ZnSO4 7 H,O 0,046g, MnSO,4 H-O 0,035g, CuSO4 5H.0 0,007g, Extrato de
levedura 1g e agua destilada q.s.p.200mL.

Peptone Dextrose Soybean Meal (PDSM): Peptona bacteriolégica 1,5q,

Lecitina de soja 1,59, Fosfato de potassio monobésico 1,59, NaCl
1,59, Dextrose 6g, Extrato de Levedura 0,99 e agua destilada g.s.p.
300mL.
2.2 Ensaio enzimatico

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacao da seringaldazina (Sigma
Chemical Company) a 525 nm (g = 65000 M'cm"), durante 5 min. (LEONOWICZ &
GRZYWNOWICZ, 1981). A mistura de reacao conteve em 1mL: 0,30 mL de tampao
acetato de sodio 100 mM, pH 5,0; 0,6 mL de extrato enzimético diluido quando
necessario e 0,1 mL de seringaldazina 1 mM. Uma unidade de enzima (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1umol de substrato por
minuto.
2.3 Experimento 1

Para investigar o efeito dos flavonodides no crescimento do fungo e produgéo
de lacase pelo mesmo, o Pycnoporus sp. (10 discos retirados da regido mais recente
de crescimento do fungo em meio BDA, com o auxilio da pipeta de Pasteur) foi
inoculado em 8 frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do meio de cultura
descrito por Rama, 1998. Foram avaliados os 4 flavondides na concentragdo de
0,5g/L. A inoculacado do Pycnoporus sp. e dos flavonéides foram simultaneas, sendo
feito em duplicata para cada um dos flavonéides. O meio liquido foi mantido a 30 °C
sob agitacao constante de 120rpm.

Foram retiradas aliquotas apds 1h, 2h, 3h, 24h e 48h de incubacdo. Foi
realizada uma mini-extracao.
2.3.1 Experimento 2

Foram avaliados os trés meios de cultura: MPL, PDSM e o meio descrito por
(RAMA, 1998). Utilizou-se os flavondides naringina e naringenina na concentracao
de 0,5g/L que foram inoculados ap6s 65h de incubagdo do Pycnoporus sp. As

condigdes reacionais foram de 30°C e 120rpm.



Foram retiradas aliquotas de 24, 48, 72 e 96h. Apés 96h foi realizada a
extracdo. Primeiramente o micélio foi separado por filtracdo a vacuo. Em seguida o
micélio foi extraido com acetona por 3h. .

O sobrenadante de incubacdo foi supersaturado com NaCl. Em seguida
filtrado a vacuo utilizando-se uma camada de celite sobre o filtro de papel. Realizou-
se entdo a extracao desta fracdo aquosa com acetato de etila.

O conteudo das fracbes cetbnica e acetato de etila foram analisadas por
CCD, utilizando placas de silica gel ALUGRAM® SIL G/UV Macherey-Nagel, tendo
acetato de etila/metanol como fase mével (95:05 ou 70:30), luz ultravioleta nos
comprimentos de onda 254 nm e 365 nm como detector, atmosfera de iodo, &cido
fosfomolibdico e reagente sulfavanilico como reveladores.

A atividade de lacase sera determinada pela oxidagdo do substrato
(seringaldazina), sendo essa oxidacdo acompanhada por 5 minutos. Sendo a
oxidacao do substrato acompanhada espectrofotometricamente a 525nm.

2.3.2 Experimento 3

Foi realizada uma escala semi-preparativa com o meio descrito por Rama
utilizando apenas o flavonédide naringina. As condi¢cbes reacionais foram de 30°C e
120rpm. Adicdo do flavondide foi apdés 65h de incubagdo e a concentracdo de
0,5¢/L.

2.3.3 Experimento 4

Foram utilizados o MPL, PDSM e o meio descrito por Rama. As condigcdes
reacionais foram de 30°C e 150rpm. A adicdo do substrato foi apdés 65h. Os
flavondides utilizados neste experimento foram a naringina e naringenina.

3. Resultados e Discussao

Os trés meios de cultura propiciaram o crescimento do Pycnoporus sp. A
morfologia do fungo variou de “pellets” pequenos a pequenissimos e massa amorfa.
Houve a producdo de lacase e metabdlitos. A producdo de lacase foi mais
evidenciada no meio descrito por (RAMA, 1998) e no MPL.

4. Conclusoes

e Os trés meios propiciaram o crescimento do Pycnoporus sp.

e O Pycnoporus sp. formou possiveis metabdlitos.

e A producédo de lacase foi mais evidenciada no meio descrito por (RAMA, 1998) e
no MPL.
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