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Introducio

As enzimas ligninoliticas produzidas por fungos de podriddo branca despertam
crescente interesse biotecnoldgico devido a sua capacidade de oxidar compostos aromaticos
complexos. Entre elas, a manganés peroxidase (MnP) destaca-se como uma oxidoredutase
extracelular dependente de peroxido de hidrogénio e ions manganés, desempenhando papel
fundamental no sistema enzimatico responsavel pela modifica¢do da lignina. Em razao de sua
elevada capacidade catalitica, a MnP tem sido amplamente investigada em aplicacdes
ambientais e industriais. Entretanto, seu rendimento estd diretamente relacionado ao
microrganismo empregado, & composi¢do do substrato e as condi¢des de cultivo utilizadas
(CHAUHAN e CHOUDHURY, 2021).

Nesse contexto, a fermentacdo em estado solido (FES) constitui uma estratégia
promissora para a producdo de enzimas, pois favorece o crescimento fingico sobre substratos
com baixa disponibilidade de &4gua livre e possibilita o aproveitamento de residuos
lignoceluldsicos como fonte de nutrientes. Além de reduzir a dependéncia de meios sintéticos,
essa abordagem agrega valor a biomassas agroindustriais e contribui para o desenvolvimento
de processos mais sustentaveis. Contudo, fatores como a composi¢ao da matriz fermentativa, o

tempo de cultivo, a umidade inicial e a temperatura exercem influéncia significativa sobre o
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desempenho do processo, tornando necessaria a otimizagao dessas \-/.ariéve (QUTO ethal.,
2025).

Entre os fungos de podridao branca, Ganoderma lucidum destaca-se pela capacidade de
produzir enzimas oxidativas extracelulares quando cultivado em residuos vegetais,
caracteristica que amplia seu potencial para aplicacdes biotecnologicas baseadas em FES
(CHEVREUIL et al., 2022). No presente estudo, foram selecionados palma forrageira, casca de
coco-verde e palha de milho como componentes da matriz fermentativa, considerando sua
ampla disponibilidade regional e o potencial de aproveitamento como substratos para a
producao enzimatica.

A obtencao de elevados rendimentos depende da avaliacdo integrada dos fatores que
influenciam o processo fermentativo. Nesse sentido, o emprego de planejamentos
experimentais multivariados permite investigar simultaneamente os efeitos individuais e as
interacdes entre as variaveis, reduzindo o numero de experimentos e aumentando a
confiabilidade estatistica dos resultados. O planejamento de mistura simplex-centroide ¢
particularmente adequado para otimizar as proporgdes dos diferentes residuos que compdem a
matriz fermentativa, enquanto o planejamento Doehlert possibilita avaliar varidveis
quantitativas, como umidade e temperatura, por meio da construcao de superficies de resposta
capazes de indicar as condigdes experimentais mais favoraveis.

Apos a etapa de producdo, a avaliagdo das condi¢des de atividade da enzima torna-se
essencial para definir seu potencial de aplicagdo. A atividade da MnP pode variar em fungdo do
pH, da temperatura e do tempo de incubacdo, parametros que influenciam diretamente seu
desempenho catalitico e sua utilizagdo em diferentes processos biotecnologicos. Assim, a
determinagdo dessas condi¢cdes complementa a otimizacao da produgado e fornece informacgdes
importantes sobre o comportamento do extrato enzimatico obtido por FES (NAZ; GUPTA;
CHATTERIEE, 2022; Sl et al., 2021).

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo otimizar a producdo de MnP
por G. lucidum em fermentacao em estado sélido utilizando misturas de palma forrageira, casca
de coco-verde e palha de milho como matriz fermentativa. Para isso, foram avaliados os efeitos
da composicao da mistura, do tempo de cultivo, da umidade e da temperatura sobre a produgao

da enzima. Adicionalmente, foram determinadas as condigdes de pH e temperatura que
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proporcionam maior atividade da MnP, bem como a manutengao de sua atividade ao longo do

tempo.

Material e Métodos
A palma forrageira (Opuntia ficus-indica) (P) foi obtida na Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia, em Itapetinga-BA. A casca de coco-verde (Cocos nucifera) (CCV) e a palha
de milho (Zea mays) (PM) foram obtidas de produtores e comerciantes em Ilhéus-BA. Os
materiais foram higienizados, secos a 65 °C por trés dias, triturados e armazenados. Ganoderma
lucidum, cedido pela Universidade Federal da Bahia, foi cultivado em agar sabouraud a 28 °C
por sete dias. Quatro discos miceliais de 7 mm foram inoculados em erlenmeyers de 125 mL
contendo 5 g de substrato.

O perfil fermentativo foi determinado em sete frascos contendo mistura igualitaria de P,
CCV e PM, com 65% de umidade, incubados a 28 °C. Foi utilizado um frasco independente
para cada tempo de cultivo, sendo um frasco retirado a cada 24 h durante sete dias para extragao
da MnP. Portanto, cada tempo correspondeu a uma Unica réplica bioldgica (n = 1). A
determinagdo da atividade enzimatica de cada extrato foi realizada em triplicata analitica (n =
3). O extrato foi obtido pela adicdo de 50 mL de 4gua destilada estéril ao material fermentado,
seguida de agitagdo a 200 rpm por 30 min, extragdo mecanica e centrifugacao a 4.000 rpm por
10 min.

A atividade de MnP foi determinada segundo Lundell et al. (1990), com adaptagdes. A
reagdo continha 50 pL de MnSOs, 50 pLL de H2O: em tampdo succinato, 100 pL de lactato de
sodio, 200 pL de albumina sérica bovina, 600 pL de extrato e 100 uL de vermelho de fenol. A
absorbancia foi medida a 610 nm nos tempos 0 € 5 min, utilizando coeficiente de absor¢ao
molar de 44.600 L.mol™ cm™. A atividade foi expressa em U/mL.

A composic¢ao da matriz foi avaliada por planejamento de mistura simplex-centroide
com nove experimentos, incluindo os substratos isolados, combinacdes bindrias e trés
repetigdes da mistura igualitaria no ponto central. P, CCV e PM foram as varidveis
independentes, mantendo-se 5 g por ensaio, e a atividade de MnP foi a variavel-resposta. Apds
a selecdao da composi¢do, um planejamento Doehlert com nove experimentos avaliou umidade

de 45 a 85% e temperatura de 22 a 34 °C, com trés repeticdes no ponto central.
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A manutencao da atividade foi avaliada pela incubagao do extrato en21mat1co a45° Ce
pH 6,0 durante nove horas, com determinagdes em intervalos de uma hora. As determinagdes
da atividade enzimatica foram realizadas em triplicata. A atividade determinada no tempo zero,
antes da incubagao, foi considerada como 100%, e os valores obtidos nos demais tempos foram
expressos como atividade relativa (%).

A influéncia conjunta do pH e da temperatura foi estudada por planejamento Doehlert
com nove experimentos, incluindo trés repeticdes do ponto central, nas faixas de pH 3,0-7,0 e
30-70 °C. Os modelos foram avaliados por anélise de variancia, considerando a significancia
da regressdo, o coeficiente de determinacdo (R?) e a falta de ajuste, quando disponivel,

adotando-se nivel de confianca de 95% e p < 0,05.

Resultados e Discussiao
O perfil fermentativo mostrou que a maior atividade de manganés peroxidase (MnP)

ocorreu no quarto dia de cultivo. Considerando a auséncia de replicatas bioldgicas
independentes em cada tempo de cultivo, o quarto dia foi interpretado como o periodo de maior
resposta observado no perfil realizado, devendo essa selecdo ser considerada de carater
exploratdrio.

A composicao da matriz fermentativa influenciou a produ¢ao de MnP por Ganoderma
lucidum. No planejamento de mistura simplex-centroide, as atividades variaram de 44,84 a
179,37 U/mL, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Planejamento de mistura simplex-centroide para a produ¢do de MnP por G.
lucidum.

Ensaio P (g) CCV (g) PM (g) MnP (U/mL)
1 5,00 0 0 47,08
2 0 5,00 0 156,95
3 0 0 5,00 44,84
4 2,50 2,50 0 112,10
5 0 2,50 2,50 67,26
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Ensaio P (g CCV () PM (g) T MnP (UmL)

6 2,50 0 2,50 104,63
72 1,66 1,66 1,66 179,37
82 1,66 1,66 1,66 171,89
92 1,66 1,66 1,66 175,98

a Ponto central.

Entre os substratos isolados, a casca de coco-verde (CCV) apresentou a maior atividade,
com 156,95 U/mL, enquanto a palma forrageira (P) e a palha de milho (PM) resultaram em
47,08 e 44,84 U/mL, respectivamente. As combinacdes binarias produziram atividades entre
67,26 ¢ 112,10 U/mL. Entretanto, os maiores valores foram registrados nas repeti¢des da
mistura igualitaria, cuja média foi de 175,75 U/mL. A proximidade entre essas respostas

também indicou repetibilidade no ponto central.

O modelo cubico especial foi significativo, com F = 293, p = 0,003 e R? = 0,998,
demonstrando que 99,8% da variacdo observada foi explicada pelo modelo. O diagrama de
Pareto mostrou que a CCV apresentou o maior efeito padronizado positivo, seguida pela
interagdo entre os trés componentes. A superficie de resposta concentrou a regido de maior
atividade no interior do diagrama, confirmando que o uso conjunto dos substratos foi mais

favoravel do que as demais proporg¢des avaliadas.

Figura 1 - Efeito da composi¢do da matriz fermentativa sobre a produ¢do de MnP por G.
lucidum: (A) diagrama de Pareto dos efeitos padronizados; e (B) superficie de resposta do
planejamento de mistura simplex-centroide. A linha vertical representa o limite de significancia
a 95% de confianca.
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Esses resultados demonstram a importancia de avaliar as interagdes entre as biomassas,
pois a sele¢ao baseada apenas nos componentes isolados nao identificaria a mistura de maior
resposta. Planejamentos de mistura tém sido empregados para selecionar biomassas destinadas
a producdo de enzimas oxidativas, permitindo avaliar simultaneamente os componentes e suas
interagdes (QUINTO et al., 2025).

Apos a selecdo da mistura igualitaria, os efeitos da umidade e da temperatura foram
avaliados por planejamento Doehlert. A atividade variou de 37,36 a 186,84 U/mL, conforme
apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento Doehlert para avaliagdo dos efeitos da umidade e da
temperatura sobre a produgdo de MnP.

Ensaio Umidade (%) Temperatura (°C) MnP (U/mL)
1 85 28 44,84
2 75 34 82,81
3 45 28 67,26
4 55 22 156,95
5 75 22 37,36
6 55 34 119,58
72 65 28 186,84
82 65 28 186,84
9a 65 28 186,84

a Ponto central.

A maior atividade foi obtida a 65% de umidade e 28 °C, com 186,84 U/mL nas trés

repeticoes. A menor resposta ocorreu a 75% de umidade e 22 °C, com 37,36 U/mL,



CONCRESSO ‘Quimica Inteligente e IA;
BRASILEIRO A Nowa Férmula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente”

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

demonstrando que a producao dependeu da combinacao entre as Varlavels e nao apenas do

aumento ou da reducdo isolada de uma delas.

Tabela 3 — Analise de variancia do modelo quadratico aplicado ao planejamento

Dochlert para avaliagdo dos efeitos da umidade e da temperatura sobre a produgdo de MnP.

Fonte de variagao SS Df mS F-calculado  p-value R?

Regressdo 28396 5 5679 5,70 0,091** 0,904 (90,4%)
Falta de ajuste 2989 1 2989 1,1E6 0,001***

Erro puro 0,005 2 0,002

Total 31386 8

SS: soma quadratica; Df: graus de liberdade; MS: média quadratica; R* coeficiente de

determinagdo. Nivel de confianga de 95% (p = 0,05).

A regressao do modelo ndo foi estatisticamente significativa ao nivel de 5% (F = 5,70;
p = 0,091), embora tenha apresentado coeficiente de determinagdo de R? = 0,904. A falta de
ajuste foi significativa (p = 0,001), indicando que o modelo quadritico ndo representou
integralmente a variagdo experimental. Em sistemas de fermentacdo em estado sodlido, a
resposta bioldgica pode ser influenciada pela heterogeneidade da matriz fermentativa, pela
dindmica da 4gua no substrato e por alteracdes nas condigdes locais de crescimento e
metabolismo do fungo, fatores que podem contribuir para comportamentos ndo completamente
descritos pelo modelo matematico empregado (HU et al., 2022; JIN et al., 2019). Dessa forma,
o modelo foi utilizado para auxiliar na interpretacdo das tendéncias observadas dentro do

dominio experimental, sem ser empregado para validacao de uma condi¢do 6tima.

Figura 2 - Efeito da umidade e da temperatura sobre a produg¢do de MnP por G. lucidum: (A)
diagrama de Pareto dos efeitos padronizados; e (B) grafico de contorno da atividade
enzimatica. A linha vertical representa o limite de significancia a 95% de confianga.
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O diagrama de Pareto indicou maiores efeitos padronizados associados aos termos
quadraticos da umidade e da temperatura, ao termo linear da umidade e a interacdo entre os
fatores, enquanto o termo linear da temperatura ndo foi significativo. O grafico de contorno
apresentou a regido de maior resposta proxima ao ponto central. Entretanto, considerando a
auséncia de significancia global da regressao e a falta de ajuste significativa, esses resultados
foram interpretados de forma descritiva. Assim, 65% de umidade e 28 °C correspondem a
condicdo de maior resposta experimental entre aquelas avaliadas, e ndo a uma condicao 6tima
experimentalmente validada.

A MnP apresentou atividade relativa superior a 100% durante o periodo de incubagao a
45 °C e pH 6,0. Foi observado aumento da atividade relativa ao longo do ensaio, com resposta
mais elevada no oitavo horario, seguida de redu¢do no nono. As determinac¢des foram realizadas
em triplicata; entretanto, os valores individuais das repetigdes ndo estavam disponiveis para
recuperag¢do das medidas de dispersdo nesta etapa de revisdo. Dessa forma, o comportamento
observado foi interpretado de maneira descritiva, sem atribui¢cao de mecanismo especifico para
o aumento da atividade.

Valores de atividade relativa superiores a 100% indicam que a atividade determinada
apos a incubacgdo foi maior que aquela utilizada como referéncia no tempo inicial. Contudo, na
auséncia dos valores individuais das triplicatas e das respectivas medidas de dispersdo, nao €
possivel determinar com seguranca se a magnitude do aumento observado decorre de uma

alteracdo consistente da atividade enzimatica ou da variabilidade experimental.
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O efeito conjunto do pH e da temperatura sobre a atuagao da | MnP f01 avahado por um
segundo planejamento Doehlert, com atividades relativas entre 30,77 e 130,78%, conforme
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Planejamento Doehlert para avaliagao da influéncia do pH e da temperatura
sobre a atividade relativa da MnP.

Ensaio Temperatura (°C) pH Atividade relativa (%)
1 50 7 123,08
2 70 6 69,23
3 50 3 92,31
4 30 4 30,77
5 30 6 92,31
6 70 4 30,77
72 50 5 123,08
&a 50 5 130,78
9a 50 5 126,93

a Ponto central.

As repeti¢des realizadas a 50 °C e pH 5 apresentaram média de 126,93%. Também foi
observada atividade superior a 100% a 50 °C e pH 7. Os menores valores ocorreram em pH 4,
tanto a 30 quanto a 70 °C, correspondendo a 30,77%. Portanto, a atuacdo da MnP foi
determinada pela combinagao entre os dois fatores, ndo sendo adequada a interpretagdo isolada
do pH ou da temperatura.

Figura 3 - Influéncia do pH e da temperatura sobre a atividade da MnP: (A) diagrama
de Pareto dos efeitos padronizados; e (B) grafico de contorno da atividade relativa. A linha
vertical representa o limite de significancia a 95% de confianca.

A) B)

Terparatira ('C) - B00)

Garaymreo Fie
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O termo quadratico da temperatura apresentou o maior eféito paoniza, segfﬁdo
pelos termos linear e quadratico do pH. O termo linear da temperatura ndo foi significativo. A
regido de maior resposta ocorreu proxima a 50 °C e pH entre 5 e 6, em concordancia com os
valores experimentais.

A regressao foi significativa, com F = 12,20, p = 0,016 ¢ R* = 0,942. Entretanto, a falta
de ajuste também foi significativa (p = 0,031), indicando que o modelo ndo descreveu
integralmente o comportamento da atividade enzimatica nas condi¢des avaliadas. Respostas
enzimaticas frente a variagdes simultaneas de pH e temperatura podem apresentar
comportamento complexo e ndo linear, ndo necessariamente representado integralmente pelo
modelo quadratico ajustado. Dessa forma, a interpretacdo foi fundamentada principalmente nos
valores experimentais e na tendéncia grafica, evitando o uso isolado do modelo para fins
preditivos.

O pH pode alterar o estado de ionizagao de grupos envolvidos na catélise e na interag@o
entre a enzima e o substrato, enquanto a temperatura influencia a conformagao e a estabilidade
da proteina. Por esse motivo, a condi¢gdo de maior atividade inicial ndo necessariamente
corresponde a condicdo de maior estabilidade durante periodos prolongados, tornando
necessaria a avaliacdo conjunta desses parametros (SI et al., 2021).

Os resultados da caracterizacdo demonstraram que a atividade da MnP variou em fungao
das condig¢des avaliadas. No planejamento de pH e temperatura, a maior resposta experimental
ocorreu em torno de 50 °C e pH 5. Entretanto, considerando a falta de ajuste observada, esses
resultados devem ser interpretados dentro do dominio experimental estudado e em conjunto
com os valores experimentais obtidos.

Conclusoes
A producao de manganés peroxidase por Ganoderma lucidum em fermentacdo em

estado solido foi influenciada pelo tempo de cultivo, pela composi¢do da matriz fermentativa,
pela umidade e pela temperatura. O quarto dia apresentou a maior resposta observada no perfil
fermentativo. Entre as composicdes avaliadas, a mistura igualitaria de palma forrageira, casca
de coco-verde e palha de milho apresentou a maior resposta média, com 175,75 U/mL. A
combinacdo de 65% de umidade e 28 °C proporcionou atividade de 186,84 U/mL, sendo

adotada como condicado fermentativa selecionada.

10
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Na avaliacao das condi¢des de pH e temperatura, a MnP manteve atividade relativa

superior a 100% durante nove horas de incubacdo a 45 °C e pH 6,0. A avaliagdo conjunta do
pH e da temperatura demonstrou maior resposta experimental a 50 °C e pH 5, com média de
126,93% de atividade relativa no ponto central.

Em conjunto, os resultados permitiram identificar condigdes experimentais promissoras
para a producdo e atuacdo da MnP. A mistura igualitaria apresentou a maior resposta entre as
composi¢des avaliadas, enquanto 65% de umidade e 28 °C corresponderam a maior atividade
observada no planejamento fermentativo. Na avalia¢do de pH e temperatura, a maior resposta
experimental ocorreu a 50 °C e pH 5; entretanto, a falta de ajuste significativa do modelo (p =
0,031) limita sua utilizagdo para fins preditivos. Assim, as condi¢des identificadas devem ser
interpretadas dentro do dominio experimental avaliado e requerem validagao adicional antes de
extrapolagdes para aplicagdes biotecnologicas.
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