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Introduciao

Na economia circular, o desenvolvimento de bioprocessos surge como uma alternativa
sustentavel para a valorizagdo de residuos agroindustriais. O setor sucroenergético brasileiro
gera anualmente grandes volumes de bagaco de cana-de-aciicar, uma biomassa
lignoceluldsica que pode se tornar um passivo ambiental se ndo for gerida adequadamente.
Por ser rico em carbono e de baixo custo, o bagago representa um substrato promissor para a
Fermentacdo em Estado Solido (FES), técnica vantajosa por simular o habitat natural de
fungos filamentosos e reduzir significativamente os custos operacionais do bioprocesso
(SODHI et al., 2024).

Nesse contexto, o basidiomiceto Ganoderma lucidum, fungo causador da podridao
branca, destaca-se por seu alto potencial na produgdo de enzimas ligninoliticas, especialmente
as lacases. Estas enzimas sdo oxidorredutases de imensa relevancia para aplicacdes
biotecnolédgicas contemporaneas, pois utilizam o oxigénio molecular como aceptor de elétrons
na oxidacdo de uma ampla gama de compostos fendlicos e aromaticos. Em decorréncia desse
mecanismo eficiente e sem a necessidade de cofatores toxicos, as lacases sdo cruciais para
processos industriais sustentaveis, como a biorremediacdo de efluentes, biopolpacao da
celulose, sintese de produtos quimicos e aplicagdes nas industrias alimenticia e téxtil
(KYOMUHIMBO e BRINK, 2023).

Contudo, para que a viabilidade industrial seja alcancada, a produgdo de lacases via
FES exige o controle rigoroso de condi¢cdes de cultivo, como pH e temperatura, que
influenciam tanto a biossintese quanto a integridade estrutural da enzima. Além de
proporcionar altas titulagdes, avaliar a termoestabilidade do extrato enzimatico ¢ de suma
relevancia, uma vez que processos industriais frequentemente submetem os biocatalisadores a
condi¢des severas, exigindo enzimas robustas que mantenham sua atividade ao longo do
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tempo. Apesar de existirem estudos sobre lacases, ha uma evidente lacuna na literatura
cientifica no que tange a integragdo da otimizac¢do produtiva por G. lucidum em bagaco de
cana aliada a investiga¢do detalhada da estabilidade térmica de seu extrato bruto, visando a
aplicacdo industrial direta. Para superar esse desafio, o uso de planejamentos experimentais
multivariados, como a matriz de Doehlert, constitui uma estratégia eficiente para modelar
essas respostas e otimizar as condi¢des operacionais com um numero reduzido de
experimentos (FAUZIAH et al., 2025).

Assim, fortalecendo a conexao entre o potencial enzimatico do fungo e a necessidade
de bioprocessos industriais robustos, o objetivo deste trabalho foi otimizar a producao de
lacase por Ganoderma lucidum utilizando bagaco de cana-de-agticar como substrato por FES.
Para tanto, investigou-se a influéncia do pH e da temperatura na produg¢do enzimatica por
meio do planejamento Doehlert, seguida da avaliagdo multivariada da termoestabilidade do
extrato enzimatico bruto obtido.

Material e Métodos

Microrganismo e indculo

O fungo Ganoderma lucidum (originario da colecdo do Laboratério de Bioquimica e
Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de Maringé, Brasil) foi cultivado em
placas de Petri contendo Potato Dextrose Agar (PDA). A incubagdo ocorreu a 28 °C por 7
dias em incubadora bacterioldgica, sendo as placas conservadas a 4 °C (por no maximo 30
dias) até a utilizagdo nos ensaios.

Substrato

O residuo do bagaco de cana-de-agucar (Saccharum officinarum), obtido de uma
agroindustria de beneficiamento em Uruguca (Bahia, Brasil), foi seco em estufa de circulacao
de ar a 70 °C por 24 h. Em seguida, o material foi triturado em moinho de facas para a
obtencdo de uma granulometria de 2 mm. A umidade da biomassa foi determinada em
balang¢a de infravermelho prévia a utilizagao.

Fermentagdo em Estado Solido (FES) e extra¢do enzimatica

A FES foi conduzida em frascos Erlenmeyer contendo 5 g do substrato com a umidade
inicial ajustada para 80% (m/m). Os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 20
minutos (1 atm). Apds resfriamento, foram inoculados com quatro discos de micélio
(aproximadamente 6 mm de didmetro) de G. lucidum e incubados a 28 °C por 5 dias. Para a
produgdo do extrato multienzimatico (EM), adicionou-se 100 mL de dgua destilada estéril aos
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frascos, mantendo-os em agitacdo orbital (200 rpm) por 30 minutos. Apds extragdo mecanica
e centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante (EM) foi recolhido para
quantificacdo.

Determinacao da atividade de lacase

A atividade enzimadtica foi determinada em espectrofotdometro a 470 nm, conforme
proposto por Umar e Ahmed (2022), com adaptagdes. O meio reacional foi composto por 0,75
mL de tampao acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0), 0,5 mL do EM e 0,75 mL de solugdo de
guaiacol 100 mM. A mistura foi incubada a 28 °C por 30 minutos. A unidade de atividade (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de guaiacol. A
atividade enzimatica foi expressa em U.L™.

Planejamento experimental e andlise estatistica

Para otimizar a produ¢do enzimatica, aplicou-se um planejamento experimental matriz
de Doehlert. Foram investigados os efeitos das varidveis independentes temperatura (24 a 32
°C) e pH (5 a 9) sobre a atividade da lacase (U.L™), totalizando nove experimentos.
Posteriormente, a otimizacao da termoestabilidade da enzima no extrato bruto foi avaliada via
delineamento Box-Behnken, investigando-se os efeitos combinados do pH (5, 7 ¢ 9),
temperatura (40, 60 e 80 °C) e tempo de incubagdo (1, 2 e 3 horas). A resposta monitorada foi
a atividade relativa (%), calculada em relacdo a atividade inicial antes da exposicao térmica.
Os dados experimentais foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA) para validagao
dos modelos quadraticos, adotando-se um nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

A otimizacao da producao de lacase por Ganoderma lucidum foi avaliada por meio da
matriz de Doechlert. As condigdes experimentais avaliadas e as respectivas respostas de
atividade enzimatica (U.L") obtidas estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Matriz experimental Doehlert apresentada em valor real e codificado usada
para otimizar as condi¢des experimentais aplicadas a fermentagdo em estado sélido para
produgdo de lacase por Ganoderma lucidum

Experimento Temperatura (°C) — A pH-B Resposta (U.L™)
1 32 (+2) 7(0) 66,69
2 30 (+1) 9 (+1) 10,39
3 24 (-2) 7(0) 197,62
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Experimento Temperatura (°C) — A | pH -B | Résposta (U.LY
4 26 (-1) 5(-1) 358,75
5 30(+1) 5(-1) 333,75
6 26 (-1) 5(+1) 9,50
7* 28 (0) 7(0) 259,05
8* 28 (0) 7(0) 232,34
o* 28 (0) 7(0) 251,04

Nota: (*) Pontos centrais do delineamento

A partir desses dados, a analise de varidncia (ANOVA), apresentada na Tabela 2
confirmou a robustez estatistica do modelo quadratico gerado. O coeficiente de determinagao
(R?) de 0,984 indica que 98,4% de variabilidade dos dados ¢ explicada pela regressdo, que foi
altamente significativa (p = 0,007). A falta de ajuste ndo foi significativa (p = 0,086),
validando a capacidade preditiva do modelo.

Tabela 2 :Anélise de variancia para o modelo quadrético.

Fonte de SS Df MS Fcalculado p-values R?
variacao
Regressao 1,37E+5 5 2,75E+04 36,12 0,007** 0,984
(98,4%)
Falta de ajuste 1,90E+3 1 1,90E+03 10,14 0,086%***

Erro puro 3,76E+02 2 1,88E+02

Total 1,40E+5 8
Nota: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS), coeficiente de determinacdo (R?).

Nivel de confianca de 95% (p = 0,05). Modelo significativo (p < 0,05). Falta de ajuste ndo significativa (p >
0,05).*

Os efeitos das varidveis independentes e as interagdes 0timas podem ser observados na
superficie de resposta e no grafico de Pareto (Figura 1). A anélise estatistica confirmou as
condicOes ideais para a maxima atividade enzimadtica, com a resposta predita pelo modelo

corroborando os achados experimentais, conforme detalhado na Tabela 3.
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Figura 1: Efeitos das varidveis temperatura e pH na atividade da lacase: (A) Grafico de

Pareto com nivel de confianca de 95% e (B) Superficie de Resposta.
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As condi¢des Otimas preditas para a produgdo enzimadtica, baseadas na analise grafica
e estatistica, foram estabelecidas em 26 °C e pH 5,0 (Tabela 3), projetando uma atividade
maxima de 376,56 U.L"'. Este perfil corrobora as exigéncias fisioldgicas de fungos
basidiomicetos, que secretam maiores niveis de enzimas ligninoliticas em ambientes

levemente 4cidos e de temperaturas brandas.
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Tabela 3 - Condi¢do 6tima determinada pelo modelo estatistico.

Fator Unidade Valor* R-Predita
A - Temperatura °C 26 376,56
B -pH 5

A validagdo experimental nessas condi¢cdes Otimas (Tabela 4) resultou em uma
atividade de 368,40 + 3,57 U.L'. A proximidade estreita entre os valores predito e

experimental (Tcal = 3,23) atesta a eficacia e a confiabilidade da otimizacao do bioprocesso.

Tabela 4 - Validagdo experimental (Predito vs. Experimental).

Fator Unidade Valor* R-Predita R-Experimental
A - Temperatura °C 26 376,56 368,40 = 3,571
B -pH 5 Tcal= 3,23

Visando a aplicacdo do extrato multienzimatico, avaliou-se a sua termoestabilidade
por meio do delineamento Box-Behnken (Tabela 5). Os efeitos padronizados das variaveis
investigadas (pH, temperatura e tempo) e as superficies de resposta correspondentes
encontram-se ilustrados na Figura 2. Observou-se uma variacdo expressiva na reten¢do da
atividade catalitica entre os ensaios. O Ensaio 1 (pH 5,0; 40 °C; 2 h) apresentou o melhor
desempenho, retendo 92,47% da atividade relativa inicial, ao passo que condi¢des mais
drésticas (Ensaio 12: pH 7,0; 80 °C; 3 h) promoveram desnaturagdo severa, restando apenas
1,45% de atividade.

Tabela 5: Matriz experimental do planejamento Box-Behnken aplicado a otimizacdo da

estabilidade térmica da lacase produzida por Ganoderma lucidum em bagaco de cana.
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Ensaio pH-A Temperatura (°C) Tempo (h) Ativ. Atividade

-B -C Experiment  relativa (%)
al (U.L-")

1 5(-1) 40 (-1) 2(0) 306,23 92,47
2 9(+1) 40 (-1) 2(0) 42,72 12,9
3 5(-1) 80 (+1) 2(0) 73,56 22,21
4 9 (+1) 80 (+1) 2(0) 102,07 30,82
5 5(-1) 60 (0) 1(-1) 161,44 48,73
6 9 (1) 60 (0) 1(-1) 16,61 5,01
7 5(-1) 60 (0) 3(+1) 97,5 29,44
8 9 (1) 60 (0) 3(+D) 18,99 5,73
9 7(0) 40 (-1) 1(-1) 113,9 34,35
10 7(0) 80 (+1) 1(-1) 16,61 5,01
11 7(0) 40 (-1) 3(+1) 104,4 31,52
12 7(0) 80 (+1) 3(+1) 4,74 1,45
13* 7(0) 60 (0) 2(0) 49,85 15,05
14* 7(0) 60 (0) 2(0) 64,09 19,35
15* 7(0) 60 (0) 2(0) 52,2 15,76

Figura 2: Grafico de efeitos padronizados (Pareto) e superficies de resposta obtidos no

planejamento Box-Behnken
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Devido a complexidade termodindmica associada a desnaturagdo de enzimas em
extratos brutos ndo purificados, o modelo estatistico do delineamento ndo apresentou um
ajuste preditivo satisfatério. Por esta razdo, adotou-se uma abordagem empirica e segura,
selecionando a condi¢do de pH 5,0 e 40 °C por apresentar a maior retengdo de atividade. Esse
comportamento estd fortemente alinhado a literatura recente, uma vez que lacases fungicas
secretadas por basidiomicetos geralmente exibem maior estabilidade térmica em temperaturas
moderadas (3040 °C) e pH levemente acido. A exposicdo a temperaturas elevadas e a
ambientes neutros ou alcalinos promove a rapida desnaturacdo da estrutura proteica e a

alteracdo da integridade do sitio ativo de cobre (ABDEL-HAMID et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2023).

Mantidas essas varidveis fixas (pH 5,0 e 40 °C), acompanhou-se a cinética de
desnaturacdo do extrato ao longo de 2 horas (Figura 3). A avaliacdo confirmou a manutencao
da estabilidade operacional da enzima, que reteve 92,47% de sua atividade inicial ao final do
processo. Essa alta estabilidade do extrato bruto ¢ tecnologicamente vantajosa, pois elimina a

8



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Formula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente"”

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

necessidade de etapas dispendiosas de purificacdo (ZHOU et al., 2022 e SANTOS et al.,
2024), viabilizando a sua utilizacdo direta e eficiente nos ensaios subsequentes de
biorremediagao

Figura 3: Termoestabilidade da lacase em condic¢des de pH 5,0 e temperatura de 40°C
ao longo de 2 horas.
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Conclusoes

A utilizacdo do bagaco de cana-de-aguicar como suporte e substrato na fermentagdo em
estado solido por Ganoderma Ilucidum demonstrou ser uma estratégia altamente eficaz e
sustentavel para a producao de lacase. A aplicacao da matriz de Doehlert permitiu otimizar o
bioprocesso com precisao, estabelecendo que a maxima secre¢ao enzimatica ocorre em
temperatura branda (26 °C) e pH levemente 4cido (5,0), condicdo validada experimentalmente
(368,40 £ 3,57 U.L'") e em consonancia com a fisiologia do fungo.

Embora a complexidade termodinamica da mistura enzimatica bruta tenha limitado o
ajuste preditivo do modelo de Box-Behnken para a termoestabilidade, a investigacao
experimental definiu empiricamente parametros operacionais seguros. A manutencao de
elevada atividade catalitica (92,47%) por até duas horas sob pH 5,0 e 40 °C comprova a
robustez biocatalitica do extrato produzido.

Dessa forma, atesta-se a viabilidade técnica e a estabilidade operacional do
bioprocesso sem a necessidade de etapas dispendiosas e onerosas de purificagdo. O extrato
bruto obtido qualifica-se, portanto, como um biocatalisador promissor para aplicagdes
biotecnoldgicas subsequentes, notadamente em ensaios de biorremediagdo ambiental.
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