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Resumo

No presente estudo, o fungo Pleurotus sp BCCB068 foi utilizado para a degradacdo de matriz de celulose para produgdo de enzimas
usando fermentacdo submersa. O hidrolisado obtido foi aplicado como fonte enzimdtica para a hidrolise de carboximetilcelulose, onde foi
degradado 54,8%, durante o periodo de 0 a 60 minutos de hidrolise, formando oligossacarideos, como também vdrios mondmeros de acticar
(celobiose, manose, maltose, frutose e glicose). Estes resultados indicaram um grande potencial deste fungo para degradar materiais
celulésicos e na obtengio de mondmeros de agvicar para utilizagdo nas indiistrias de etanol.
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Abstract

In this present study, white-rot fungi Pleurotus sp BCCB068 were evaluated as regards the degradation of the cellulose matrix with
production of enzymes using submerged fermentation.The crude extract obtained from the fungi growths was used as enzyme source for
carboxymethylcellulose hydrolysis, reached 54.8% of degradation during 0-60 minutes of reaction period, with formation of oligosaccharides,
as well as several sugar monomers (cellobiose, mannose, maltose, fructose and glucose). These results indicate great potential of these fungal
strains to degrade cellulosic materials and produce sugar monomers to be used in ethanol industries.
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1 Introducao

Os polimeros soltiveis podem ser divididos em trés grupos: os naturais, sintéticos e semi-sintéticos.
Os polimeros de celulose sdo os mais abundantes polimeros semi-sintéticos, tendo o sddio
carboximetilcelulose (CMC) como o mais importante representante. O polimero de CMC possui
propriedades emulsificantes e ligante, sendo utilizado em varios processos de revestimento, em
cosméticos, detergentes, alimentos, produtos téxteis, farmacéuticos e industria de 6leos (OREHEK,
2014).

A biodegradagao de CMC envolve a hidrdlise enzimatica em ligagdes glicosidicas por enzimas
celulases (BATELAAN et al.,, 1992). Pode-se dividir este sistema de enzimas em trés grandes grupos:
3-D-glucanases ou celobiases (EC 3.2.1.21), celobiohidrolases ou exoglucanases (EC 3.2.1.91), e 1,4-D-
glucanohydrolases ou endoglucanases (EC 3.2.1.4). As -glucosidases hidrolisam celobiose e alguns
celo-oligossacarideos promovendo a formacao de glicose. As exoglucanases atuam nas celobioses de
terminais ndo redutores da celulose e atuam sobre as partes nao cristalinas.

Os beneficios do desenvolvimento da tecnologia para a produgdo de etanol através do uso da
biomassa sdo varios, como o aumento da energia nacional segura, redugdo da emissdo de gases
poluentes na atmosfera, uso dos recursos renovaveis, elaboracao de carboidratos utilizaveis nos
processos industriais, beneficios macroecondmicos para as comunidades rurais e na sociedade em
geral (WYMAN, 2003).

Espécies de Pleurotus sao relatados como sendo eficientes colonizadores e degradadores de
lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradagdo enzimatica da porgao lignocelulésica dos
substratos pela elaboracdo das enzimas como celulases, £3-glicosidase, xilanases, lacases, manganés-
peroxidases e lignina peroxidases que estdo envolvidas na degradacdo de ligninoceluloses
(QINNGHE et al., 2003; PALMIERI et al., 2000).

Os fungos formadores de cogumelos comestiveis formam um grupo altamente degradativo que
atuam sobre constituintes maiores de residuos ligninoceluldsicos, como a celulose, a hemicelulose e a
lignina (SHISHIDO, 1992).

Atualmente, os maiores usos da celulose concentram-se nas polpas e industrias de papéis, em
meios tecnolégicos de alimentacdo, além de terem enorme potencial para a geragdo de energia através
da produgao de etanol. Os fungos do género Pleurotus realizam a degradagdo enzimatica da porcao
lignoceluldsica dos substratos pela elaboracdo de diversas enzimas lignoceluloliticas, formando um
grupo altamente degradativo, que atuam sobre os constituintes maiores de residuos
ligninoceluldsicos, como a celulose, a hemicelulose e a lignina. Estas enzimas possuem grande valor
para o mercado biotecnoldgico, devido & sua aplicagdao direta nos processos de biopolpacdao como
também para a industria de alimentos e de producao de etanol (MENEZES, 2007).

Este trabalho objetivou a produc¢do de mondmeros de agticares fermentdveis através das enzimas
hidroliticas produzidas por P. sp BCCB068 sob a matriz de celulose (carboximetilcelulose).

2 Metodologia

A metodologia de cultivo utilizada foi recomendada por SILVA (2001). O fungo utilizado foi
mantido em tubos de ensaio, contendo o meio de cultivo batata dextrose agar (BDA-Difco),
esterilizado a 121°C por 15 min. Apds o crescimento fungico por 7 dias a 30°C, os tubos foram
refrigerados a 4°C. O micélio fangico cultivado em placa de Petri com agar BDA por 7 dias, foi
utilizado como indculo na forma de discos de 6 mm de diametro.

A fermentagao submersa foi realizada em frascos Erlenmeyers contendo 30 ml de meio basal (em
pH 5,5) adicionado de 1% (m/v) de farelo de arroz. O meio basal apresenta a seguinte composigao: 1,4
g/L de (NH4)2SO4; 2,0 g/L de KH2POs; 0,1 g/L de uréia; 0,3 g/L de MgSO4+.7H20; 0,3 g/L de CaCl; 5,0
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mg/L de FeSO+.7H:0; 1,56 mg/L de MnSO+H20; 2,0 mg/L de CoClz e 1,4 mg/L de ZnSO+7H20 a pH
5,5. Os frascos foram fechados e esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Apods a esterilizagdo os frascos foram inoculados com 3 discos de micélio fungico (6 mm de
didmetro), foi incubado por 10 dias a 30°C, sem agitacdo (cultivo estaciondrio). Foram coletadas
amostras em triplicatas. O fluido extracelular cultivado foi centrifugado a 33.450 g, a 4°C por 15 min.
Os sobrenadantes foram utilizados como extrato enzimatico bruto.

2.1 Determinacao da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas iniciais foram determinadas em espectrofotdometro ultravioleta,
acompanhadas por controles (caldos enzimaticos e substratos analisados isoladamente), para
descartar possiveis interferentes com os métodos de determinagao.

2.1.1 Atividade das enzimas ligninoliticas

As atividades das enzimas lacase (Lac, EC 1.10.3.2) e manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13),
foram determinadas, a partir do calculo da diferenca de absorbancia, conforme descrito a seguir.
Todas as atividades foram expressas em U/L.min"! (umoles produto/min.L). Os calculos realizados a
partir da equacgao:

U/L=A abs x 10¢ / E x R x t = U/L.min", onde A, absorbancia final - absorbancia inicial; E,& (do
produto formado); R, quantidade de caldo enzimatico (L); t, tempo de reagao (minutos).

2.1.1.1 Atividade da lacase

A atividade da lacase foi determinada, utilizando-se siringaldazina como substrato enzimatico
(SZKLARZ et al., 1989). A oxidacao de siringaldazina até sua forma quinona foi acompanhada por 10
minutos a 525 nm, a temperatura ambiente. A mistura da reagao foi constituida por 0,6 mL de caldo
enzimatico, 0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0), 0,1 mL agua destilada e 0,1 mL de
siringaldazina 1,0mM preparada em etanol.

2.1.1.2 Atividade da manganés peroxidase

A atividade de peroxidase dependente de Mn(ll), foi determinada pela oxida¢ao de vermelho
de fenol (KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reacdo (1,0 mL) foi constituida por 0,5 mL de caldo
enzimatico, 0,1mL de lactato de sddio 0,25M, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO4 2,0
mM, 0,05 mL de uma solugao de H202 2,0 mM preparada em tampao succinato de soédio 0,2 M (pH
4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada durante 5 minutos e a reacao foi
interrompida pela adi¢do de 40 pL de NaOH 2,0 N, com a leitura em absorbancia de 610 nm.

2.1.2 Atividade de enzimas celuloliticas

Nas determinacoes de carboximetilcelulase e avicelase, a glicose foi utilizada como padrao.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como o ntimero de pumoles de actcar redutor
produzido por minuto por ml de enzima.

2.1.2.1 Atividade de avicase

A atividade de avicelase (EC 3.2.1.91) consiste na adi¢do de ImL do extrato enzimatico bruto
em 1 mL de solugao 1% de celulose microcristalina (avicel), em tampao acetato 0,05M, pH 5,0 e
incubado a 50°C, por 30 minutos. Periodicamente, o sistema sustrato-enzima foi agitado com a
finalidade de manter a celulose em suspensao. Os agtcares redutores liberados foram determinados
pelo método do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS), de acordo com Miller (1959).



1305

2.1.2.2 Atividade de carboximetilcelulose (CMCase)

A atividade de Carboximetilcelulase (CMCase, EC 3.2.1.4 ) consiste na adi¢do de ImL do extrato
enzimatico bruto em 1 mL de solu¢do de carboximetilcelulose 1% em tampao acetato 0,05M, pH 5,0 e
incubado a 50°C, por 30 minutos. Periodicamente, o sistema sustrato-enzima foi agitado com a
finalidade de manter a celulose em suspensao. Os agticares redutores liberados foram determinados
pelo método do 4cido-3,5-dinitrosalicilico (DNS), de acordo com MILLER (1959).

2.1.2.3 Atividade da B-glicosidase

A atividade de B-glicosidase (EC 3.2.1.21) ou mais especificamente aril-p-D-glicosidase foi
determinada incubando 1mL do substrato p-nitrofenil-B-D-glicosideo 0,005M, em tampao acetato
0,05M, pH 5,0 com 0,5 mL de extrato enzimatico, por 15 minutos, a 50°C. A reagdo foi interrompida
pela adicdo de 2,0 mL de bicarbonato de sédio 1,0 M e a absorbancia medida a 410 nm. A unidade de
atividade enzimatica expressa com a liberagdo de 1 pmol de p-nitrofenol por minuto por mL de
enzima.

2.1.3 Atividade de enzima xilanolitica
2.1.3.1 Atividade de xilanase

A atividade da enzima xilanase (endo-1,4-B-xilanase, EC 3.2.1.8) foi determinada segundo MILLER
(1959). A reagao consiste na mistura contendo 1 mL de sobrenadante da cultura (extrato enzimatico), 1
mL de solucdo de 1% de xilana (Sigma) em 0,05 M de tampao acetato pH 5,0, e 2 mL da solugao de
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi incubado em 50° C por 30 minutos, e o sistema enzima-substrato
foi agitado periodicamente para manter a xilana em suspensao. Os tubos contendo as reacdes foram
lidas em espectrofotometro em 550nm. Os valores foram expressos em U/mL , onde 1 unidade
representa 1 pmol de xilose produzido por minuto.

2.2 Utilizac¢ao do hidrolisado em matriz celuldsica

Foram utilizados os complexos enzimaticos provindos das 2 linhagens escolhidas no item 4.2.1,
estas utilizando farelo de arroz como fonte de carbono para a producao das enzimas lignoceluloliticas
(10 dias de incubagao). Para tal reagao, colocou-se quantidades de hidrolisado na proporg¢ao de 1:1 em
solucao de 1% Carboximetilcelulose, monitorando-se os tempos de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 e 60
minutos de incubagdo, na temperatura fixa de 50°C, coletando aliquotas de cada tempo de reagao para
analise dos compostos degradados.

A degradagao de carboximetilcelulose foi analisada no cromatografo Shimadzu LC-6a usando
coluna de troca idnica Supelcogel C-610H fase estacionaria: poliestireno divinilbenzeno (Supelco). Um
volume de 20 ul foi previamente filtrado em membrana PVDF 0,22 (Milipore) e injetado, usando como
fase modvel 0,1% de acido fosférico em agua deionizada, com uma vazao de 0,5 mL.min", utilizando
detector de indice de refracdo RID 10A (Shimadzu), especifico para analises de carboidratos e acidos
organicos.
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3 Resultados e discussao

3.1 Atividade Enzimatica

Os resultados mostraram o seguinte perfil do hidrolisado utilizado para a degradacdo da
matriz celuldsica: avicelase (0,09 U/mL), carboximetilcelulose (0,07 U/mL), 8-glicosidase (0,62 U/mL),
Lacase (1,60 U/L), manganés peroxidase (16,32 U/L) e xilanase (0,40 U/mL).

3.2 Utiliza¢ao do hidrolisado em matriz celuldsica

Tabela 1- Degradacgao de Carboximetilcelulose, producao de oligossacarideos e mondémeros de
agucares do hidrolisado por Pleurotus sp BCCB068 no periodo de 60 minutos.

Minutos de reagdo 5 10 15 20 25 30 40 50 60
53% 53% 53% 53% 53% 53% 53% 54,83% 54,83%
% degradacdo de
CMC
oligossacarideos * S ++ +++ +++ + +++
Glicose®, Maltose®  Maltose* Celobiose? Celobiose?, Celobiose? Celobiose?, Celobiose?,
frutose®, frutose* maltose®, frutose xilosef,
Monémeros de celobiose? arabinok
acgucar
++ + ++ ++ ++ + + + +
Metabolicos ndo
identificados®

#Produgdo expressa em intensidade +/++/+++ através da comparagdo das dreas dos picos nos cromatogramas

ez \Mondmeros de agicar identificados em comparagio com 0s tempos de retengido dos carboidratos padrdes dos cromatogramas previamente
testados

ndo identificados

Foi detectada a degradagdo da matriz de CMC (carboximetilcelulose) no 5° minuto de hidrdlise,
com uma elevada percentagem de degradacao de 53% (Tabela 1). Estes niveis se repetiram no 30°
minuto com 50,08% e no 50° minuto com a maior entre todas (54,83%). Os tempos 10, 15 e 20 minutos
apresentaram sobreposi¢do de picos, devido a produtos formados possuirem o tempo de retengao
muito préoximo ao do pico padrdo de CMC, inviabilizando assim, a leitura da degradagao. Com os
produtos de degradacdo da CMC, formaram-se compostos oligossacaridicos, como também
compostos mondmeros identificados como celobiose, maltose e frutose, e varios compostos nao
identificados no experimento. A formacdo dos oligossacarideos comegou desde o 5° minuto,
reaparecendo no 25°, 30° e 50° minuto.

Basicamente, 3 classes de enzimas estao envolvidas na biodegradagao de celulose. As
endoglucanases, que hidrolizam celulose em glucooligossacarideos. As celobiohidrolases, que liberam
celobiose de celulose microcristalina. As B-glicosidases, que degradam os oligossacarideos em glicose.
Todas estas classes de enzimas tem sido freqiientemente identificadas na maioria das espécies de
fungos (SINGH et al., 1996). O hidrolisado provindo da linhagem Pleurotus sp BCCB068 promoveu a
degradacdo da matriz de carboximetilcelulose, utilizando as enzimas identificadas no item 3.1. O
hidrolisado com a maior taxa degradativa situou-se no tempo de 50 minutos para Pleurotus sp
BCCB068 com 54,83% de degradacao. Trabalhos conduzidos por SIEGER et al. (1995), utilizaram a
linhagem Agrobacterium sp para degradar carboximetilcelulose, obtendo oligobmeros de CMC de
diversos graus de polimerizagao, como também compostos como glicose e celobiose.

4 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o complexo enzimatico produzido pela
linhagem Pleurotus sp BCCB068 apresentou grande capacidade de degradagao da matriz celulosica,
gerando pentoses e hexoses potencialmente fermentaveis para a utilizagdio em processos
biotecnolodgicos, como a produgao de etanol.
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