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Resumo

Residuos lignoceluldsicos sido amplamente gerados pelas atividades agricolas, sendo que grande parte desses
materiais ndo é aproveitada, sendo transformada em poluentes para o meio ambiente. Para que ocorra o
aproveitamento de residuos lignocelulésicos, foi estudada a capacidade de biodegradagdo destes substratos por fungos
basidiomicetos, mediante a atividade enzimdtica. As linhagens Pleurotus sp 001 (P001) e Pleurotus sp 068 (P068),
foram cultivadas sobre bagago de cana, através de fermentacdo semi-solida, incubados em estufas a 30° C por periodos
de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias. A produgio de enzimas celuloliticas ocorreu com valores discretos nas condigbes
estudadas. Porém, para a atividade de enzimas ligninoliticas, a atividade mdxima da enzima manganés peroxidase foi
observada em valores elevados (18,67 U/L, no 60° dia de incubagdo). As linhagens P001 e P068 mostraram-se
promissoras no uso de substratos lignocelulosicos para producdo enzimdtica. Todavia, estudos mais detalhados se
fazem necessirios para que sejam obtidas as condigbes otimas de producio destas enzimas pelas linhagens estudadas.

Palavras-chave: Residuos lignoceluldsico. Enzimas. Fungos basidiomicetos. Biodegradagio.

Abstract

Lignocellulosic residues are largely generated by agricultural activities, and much of this material is not used,
being transformed into polluting the environment. For occurs the use of lignocellulosic residues, was studied
biodegradability of these substrates by fungi Basidiomycetes, by enzymatic activity. The strains Pleurotus sp 001
(P001) and Pleurotus sp 068 (P068), were grown on sugarcane bagasse, through solid state fermentation, incubated
in greenhouses to 30 degrees C for periods of 15, 30, 45, 60, 75 and 90 days . The production of cellulolytic enzymes
occurred with discrete values in the studied conditions. However, for the ligninolytic enzyme activity, the maximum
activity of the manganese peroxidase enzyme was observed in high (18.67 U/L at day 60 of incubation). The strains
P001 and P068 shown promise in the use of lignocellulosic substrates for enzyme production. However, more detailed
studies are needed so that the optimal conditions of production of these enzymes by strains studied are obtained.
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1. Introducao

Ampla variedade e quantidade de residuos organicos sao gerados anualmente pela
atividade agroindustrial. Os materiais residuais constituem um fator negativo na avaliacao
econdmica das operagdes agricolas e florestais provocando efeitos adversos sobre o ambiente no
decorrer da sua disposicao final (CHANG, 1997). Desde 1986, existe uma série de pesquisas
sendo desenvolvidas no pais a fim de agregar valor aos produtos e subprodutos da agricultura,
principalmente pelo aumento da geragao de residuos agroindustriais. A utilizagao de residuos
da agroindustria brasileira, além de fornecer diferentes alternativas de substratos para a
fermentacao, também ajuda nos problemas de polui¢ao (PANDEY et al., 1999).

Uma das possibilidades na degradacao de materiais lignoceluldsicos é o uso de
microrganismos que produzem enzimas especificas que hidrolisam a celulose, como a avicelase,
carboximetilcelulase e -glicosidase (Celulases) enzimas que atuam sobre a porgao celuldsica, as
xilanases, mananases, glucanases e galactanases (Hemicelulases) que atuam sobre a porgao
hemiceluldsica e as enzimas oxidativas como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e
lacase, definidas como fenoloxidases, que atuam sobre a lignina (TUOR et al., 1995; CAI et al.,
1994; WOOD & GARCIA-CAMPAYO, 1990).

A existéncia de microrganismos capazes de degradar compostos xenobioticos é de grande
interesse para a biorremediacdo, sendo os fungos de decomposigao branca um dos grupos que
tem obtido maior notoriedade em estudos relacionados a esta area (CHANDRA & RUSTG]I,
1998). Os fungos de decomposicao branca, ou seja, os degradadores de lignina, tém obtido
crescente éxito em pesquisas relacionadas a biodegradacao de poluentes, pois estes sdao capazes
de transformar e mineralizar contaminantes ambientais como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, corantes azo, herbicidas, residuos e outros compostos toxicos através da agao de
suas enzimas extracelulares (CLEMENTE, 2002; NEVES, 2002; LANG et al., 1998).

Os meios de cultivo utilizados em fermentacao semi-sélida, na sua maioria, sao produtos
agricolas ou sub-produtos de agroindustrias tais como o farelo de arroz, farelo de trigo, bagago
de mandioca, torta de babacu, bagaco de cana-de-agticar e farinha de trigo. Estes substratos
contém, geralmente, substancias macromoleculares como fonte de nutrientes e as enzimas
hidroliticas, secretadas pelo microrganismo, hidrolisam estas macromoléculas e liberam, assim,
pequenas moléculas soltiveis que podem ser utilizadas para o crescimento (PALMA, 2003;
NANDAKUMAR et al.,1999; DALSENTER, 2000; PALMA et al., 2000; SOCCOL et al., 1994;
NAGEL et al., 2001) .

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Foram utilizadas as linhagens 001 e 068 do fungo Pleurotus sp., mantidas em meio de cultivo
PDA (Difco) armazenadas em camara fria a 16° C, pertencentes a cole¢ao de culturas fingicas
do Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana — FEA — UNICAMP/SP. O substrato
utilizado foi o bagago de cana-de-agticar, adquirido na regidao de Campinas-SP.

2.2 Cultivo sob condicao aerdbica

Foram utilizados Erlenmeyers de 300 mL, onde adicionou-se 10 g de substrato a cada frasco
e levados a autoclave (121° C por 30 minutos). Depois de esterilizados, os Erlenmeyers
receberam os inoculos na proporgao de 1 cm? de agar-micélio para cada 2 g de substrato (5



852

quadrados por frasco) e 10 mL de agua destilada estéril, e apds incubados em estufas a 30° C. Os
frascos foram incubados durante 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias (REYES, 2003). Este ensaio foi
realizado em triplicata. No controle abidtico utilizou-se apenas os substratos submetidos a
fermentacao semi-sélida (10 mL de 4gua destilada autoclavada), ou seja, nao foram inoculados
com os microrganismos. Desta forma, eliminou-se a interferéncia das caracteristicas do
substrato no resultado final de produgao enzimatica por cada fungo.

2.3 Determinacao das atividades enzimaticas lignoceluloliticas

Apos o término de cada periodo de incubagao foi adicionado aos Erlenmeyers 100 mL de
agua destilada esterilizada e em seguida os frascos foram agitados a 150 rpm durante 20
minutos. Posteriormente, o material contido em cada Erlenmeyer foi filtrado em 1a de vidro
sendo que 40 mL do caldo enzimatico obtido foi transferido para frascos ambar devidamente
demarcados, e por fim armazenados em freezer (-20° C).

2.3.1 Determinacao das atividades enzimaticas celuloliticas

Os agticares redutores liberados foram determinados pelo método de DNS (acido-3,5-
dinitrosalicilico) conforme MILLER et al. (1960) utilizando-se uma curva padrao de glicose. A
unidade de atividade enzimatica foi expressa como a liberagdo de 1 pmol de agticar redutor por
minuto por mL de enzima - U/L = umoles produto/min. X Litro.

Todas as determinagdes das atividades enzimaticas foram realizadas em triplicata,
acompanhadas do branco do substrato, onde o filtrado foi substituido por agua destilada. As
leituras da absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro, Espectronic 20 - Bausch &
Lomb, a 550 nm. Os valores do controle abidtico foram descontados dos resultados obtidos com
as amostras.

2.3.1.1 Avicelase

Foi adicionado 1 mL de suspensao 1% de celulose microcristalina em tampao acetato (0,05 M
- pH 5,0) e 1 mL de caldo enzimatico em pequenos tubos de ensaio, e em seguida foram
incubados a 50° C durante 30 minutos. Apds o periodo de incubagao, os tubos foram colocados
em agua gelada e receberam 2,0 mL de DNS. Interrompida a reacao, os tubos foram colocados
em banho-maria em ebulicao por 5 minutos (REYES, 2003). Por fim, as leituras da absorbancia
foram realizadas.

2.3.1.2 Carboximetilcelulase — CMCase

CMCase foi realizado da mesma forma que para avicelase, porém a suspensao 1% de
celulose microcristalina em tampao acetato (0,05 M - pH 5,0) foi substituida pela solugao de 1%
de carboximetilcelulose em tampao acetato (0,05 M - pH 5,0). Apds o periodo de incubagao, os
tubos foram colocados em 4gua gelada e receberam 2,0 mL de DNS. Interrompida a reagao, os
tubos foram colocados em banho-maria em ebuli¢ao por 5 minutos (REYES, 2003). Por fim, as
leituras da absorbancia foram realizadas.

2.5.2 Determinagao das atividades enzimaticas ligninoliticas
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Todas as determinacdes das atividades enzimaticas foram realizadas em triplicata. As
leituras da absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro UV — 1201/Shimadzu e as
atividades foram expressas em U/Litro (umoles produto/min. x Litro). Os valores do controle
abidtico foram descontados dos resultados obtidos com as amostras.

2.3.2.1 Lacase — Lac

A atividade de lacase foi determinada na auséncia de H20: ex6geno no meio da reagao — tipo
lacase (SZKLARZ et al., 1989 — modificado), utilizando-se siringaldazina 0,1% em etanol como
substrato. A mistura de 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 de agua deionizada e 0,1 mL de siringaldazina
(1,0 mM) preparada em etanol (0,1%). A reagao foi iniciada pela adi¢ao de siringaldazina, em
temperatura ambiente, e apds 10 minutos a oxidagdo da siringaldazina até sua forma de
quinona foi determinada através da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 525 nm (gs2s=
65.000 M1 x cm?).

2.4.2.2 Lignina Peroxidase — LiP

Foi determinada pela oxidagdo do alcool veratrilico (TIEN & KIRK, 1984), a mistura de
reacao foi constituida por 0,6 mL de caldo enzimatico, 0,2 mL de H20: (2,0 mM) e 0,2 mL de
alcool veratrilico (2,0 mM) em tampao tartarato de sédio (0,4 M - pH 4,5). A reagao foi iniciada
pela adigdo do H202, em temperatura ambiente, e apds 10 minutos o aparecimento do aldeido
veratrilico foi determinado através da leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 310 nm
(g310= 9.300 M1 x cm).

2.3.2.3 Manganés Peroxidase — MnP

A atividade de MnP foi determinada pela oxidacao do vermelho de fenol na presenca de
manganés e perdxido de hidrogénio (KUWAHARA et al., 1984). A mistura de reagao foi
constituida por 0,5 mL de caldo enzimatico, 0,1 mL de lactato de sédio (0,25 M), 0,2 mL de
albumina bovina (0,5%), 0,05 mL de MnSO: (2,0 mM), 0,05 de uma solugao de H20: (2,0 mM)
preparada em tampao succinato de sédio (0,2 M - pH 4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol (0,1%).
A reacdo foi iniciada pela adigdo do vermelho de fenol, em temperatura ambiente. Apos 5
minutos, a reagao foi interrompida adicionando-se 0,04 mL de NaOH (2,0 N) e a oxidagdo do
vermelho de fenol foi determinada através da leitura da absorbancia em espectrofotometro a
610 nm (gs10= 4.460 M1 x cm1).

3. Resultados e discussao

3.1 Analise do desenvolvimento micelial
Até a primeira semana de incubagdo (0-7 dias), ndo foi observado nenhum crescimento
micelial significativo no substrato utilizado. De acordo com CHANG (1997) alguns
basidiomicetos apresentam a capacidade de produzir simultaneamente as enzimas hidroliticas e
oxidativas necessarias para degradar substratos lignoceluldsicos e que a maioria dos fungos de
podridao branca produz estas enzimas de forma a prover sua adaptacao ao meio extremamente
rico em lignoceluloses.
Estudos conduzidos por WEILAND (1988) demonstraram que a maioria dos fungos
basidiomicetos cresce melhor a faixa de temperaturas entre 20-30° C e que o controle da
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temperatura do desenvolvimento fangico é um fator primordial na regulacao da fermentacao
semi-solida para a otimizagdo dos processos de deslignificagao. Porém, mesmo com o controle
da temperatura nao foi observado nenhum crescimento microbiano do fungo Pleurotus sp. 068
apos 12 dias de incubacdo em bagago de cana-de-acticar. Outro estudo, conduzido por
RAJARATHNAM & BANO (1987) observou que espécies de Pleurotus nao se desenvolveram
bem sobre o bagaco de cana-de-agtcar, e justificaram este fato a incapacidade metabdlica do
fungo para utilizar os agticares disponiveis no bagaco. O estudo apontou para a alternativa de
se utilizar juntamente com o bagaco de cana-de-acticar outros residuos agricolas, que também
estao abundantemente disponiveis, como o farelo de arroz e farelo de trigo, ricos em proteinas,
lipidios, vitaminas e sais minerais, além da fracdo lignoceluldsica, de forma a favorecer o
desenvolvimento micelial fingico (LUH et al., 1991, POMERANZ, 1988).

3.2 Avaliacdo das atividades enzimaticas celuloliticas produzidas pelas linhagens
fangicas

3.2.1 Atividade de Avicelase

Atividade de avicelase
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Figura 1. - Atividade da enzima avicelase sobre o substrato bagaco de cana produzida pelas linhagens fungicas
(Pleurotus sp 068 (P068) e Pleurotus sp 001 (P001) no periodo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, sob fermentagao semi-solida.

De acordo com os dados figura 1, demonstrou-se que foram obtidas atividades da enzima
avicelase durante todos os periodos analisados de incubagao, para os dois fungos estudados.
Para a linhagem P068 foi verificado o aumento dos valores de atividade da enzima avicelase no
decorrer do periodo de incubagao, sendo que a maior atividade foi observada no 90° dia com
0,12 U/L. Ja para o fungo P001, a obtencao de atividade da enzima ocorreu a partir do 30° dia de
incubacgdo, alcangando a maior atividade no 90° dia com 0,07 U/L. Porém, estes resultados
apontaram para baixas atividades de avicelase. FERNANDEZ (1996) relatou que o bagaco de
cana ¢ um material bastante heterogéneo constituido por uma mistura de fibras, como celulose,
hemicelulose e lignina, além de tecidos parenquimatosos. Além disso, apresenta em sua
composi¢do um elevado teor de agucares totais (glicose, frutose, sacarose, rafinose, etc.), o que
segundo RAJARATHNAM & BANO (1987), poderia delimitar o desenvolvimento de Pleurotus
sp. e principalmente, dificultar a produgao de enzimas celuloliticas, como a avicelase.
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3.2.2 Carboximetilcelulase

Atividade de carboximetilcelulase
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Figura 2. - Atividade da enzima carboximetilcelulase sobre o substrato bagaco de cana produzida pelas linhagens
fangicas (Pleurotus sp 068 (P068) e Pleurotus sp 001 (P001) no periodo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, sob fermentacio
semi-solida.

A figura 2 demonstra que a atividade maxima de carboximetilcelulase foi verificada em
bagaco de cana inoculado com Pleurotus sp 001 no 90° dia, com atividade de 0,10 U/L. Ja para
Pleurotus sp 068 a atividade foi muito mais baixa, alcan¢ando a atividade maxima no 60° 75° dia,
com atividade de 0,05 U/L.

De acordo com TAN & WAHAB (1997), os fungos de podriddo branca exibem baixa
atividade celulolitica relativa no estagio anamorfico, pois se desenvolvem, principalmente, em
substratos altamente lignificados como a madeira e a serragem, além de produzirem enzimas
ligadas a polimerizagao da lignina. Isso deve-se, principalmente, a maior proporc¢ao da fracédo
lignina nestes residuos, em comparacao as fragdes de celulose e hemicelulose existentes. Estes
autores cultivaram P. sajor-caju sobre residuos de algodao e serragem de madeira e verificaram
que foram produzidas maiores atividades de celulases sobre o primeiro substrato.

3.3 Avaliacao das atividades enzimaticas ligninoliticas produzidas pelas linhagens
068 e 001

3.4.1 Lacase — Lac

De acordo com os resultados apresentados na figura 3, foi demonstrado que durante todo o
periodo de incubagado, foram obtidos valores de atividade da enzima lacase. Para a linhagem
P068 o maior valor de atividade obtida foi no dia 75, com 1,80 U/L e para a linhagem P001 a
maior atividade detectada foi no 90° dia, com o valor de 1,90 U/L. Porém, estes resultados foram
muito baixos, se comparados com os estudos de KUMARAN et. al. (1997), que utilizando a
biodegradacao por fermentacao semi-solida obtiveram para o fungo Pleurotus sajor caju o valor
de 10,6 U/L de atividade de lacase, em substrato lignoceluldsico semelhante.

A enzima lacase ¢ uma glicoproteina polifenoloxidase que contém cobre no seu sitio ativo e
catalisa a reducao de Oz para 4gua, com simultanea oxidagao de substratos fendlicos. A catélise
de substratos fenolicos e compostos modelos de lignina por lacase ocorrem via transferéncia de
um elétron, conduzindo a geracao de radicais fenoxila, que podem ser convertidos a quinonas
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(LEONOWICZ, 2001). E em relagao ao processo de degradagao, estudos de STURION (1994)
registraram que a degradacdo da lignina por Pleurotus sp. através da lacase é maior durante a
fase de colonizagao do substrato pelo micélio. A quebra da lignina permite a liberagao de
celulose e hemicelulose nesta primeira fase do ciclo de vida fingico, facilitando o acesso
enzimatico biodegradativo das celulases e hemicelulases.
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Figura 3. - Atividade da enzima lacase sobre o substrato bagago de cana produzida pelas linhagens fungicas (Pleurotus
sp 068 (P068) e Pleurotus sp 001 (P001) no periodo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, sob fermentagao semi-sélida.

3.3.2 Lignina Peroxidase — LiP

A figura 4 demonstra que foram obtidos resultados de atividade da enzima lignina
peroxidase durante todo o periodo de incubagao para ambas as linhagens fungicas. Para o
fungo P068, a maior atividade obtida foi no 60° dia de incubagao com 1,87 U/L. Para a linhagem
P001, os resultados foram superiores, com atividade maxima da enzima lignina peroxidase nos
dias 75 e 90 de incubagao, com o mesmo valores de 5,67 U/L. Estudo conduzido por REGINATO
(1992) demonstrou que podem ocorrer flutuacdes ou oscilagdes nas atividades enzimaticas de
lignina peroxidase durante o crescimento de um microrganismo, devido a diversos fatores, tais
como: a varia¢ao do pH, que pode causar inativagao de algumas enzimas e estimular a secregao
de outras; a possibilidade de algumas formas de enzimas poderem sofrer ataque proteolitico
preferencial e o ultimo fator que pode ocorrer durante o crescimento do microrganismo, onde a
enzima lignina peroxidase pode ser adsorvida pelos substratos insoltiveis e serem liberadas
apos a exaustao da celulose.
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Atividade de lignina peroxidase
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Figura 4. - Atividade da enzima lignina peroxidase sobre o substrato bagaco de cana produzida pelas linhagens
fangicas (Pleurotus sp 068 (P068) e Pleurotus sp 001 (P001) no periodo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, sob fermentacao
semi-solida.

3.3.3 Manganés Peroxidase — MnP

Os resultados apresentados na figura 5, demonstram que em todos os periodos de incubagao
foram detectadas atividades enzimaticas de manganés peroxidase. Para a linhagem P001, as
atividades da enzima oscilaram entre 1,67 U/L (15° dia) e 5,67 U/L (60° dia). Porém, para a
linhagem P068, os valores foram bem mais elevados, chegando a uma atividade de 18,67 U/L no
60° dia de incubagdo. A enzima manganés peroxidase é produzida durante o metabolismo
secundério e é regulada pelas concentragdes de carbono e nitrogénio no meio de cultura. E
cataliticamente dependente de H20: e ions Mn (II), e a-cetoacidos que estabilizam a sua
atividade oxidativa (VALASKOLA, 2005). Os resultados obtidos pela linhagem P068 foram
muito similares aos encontrados por (VIKINESWARY et. al. 2005), em todos os residuos
agroindustriais testados para a producdo da enzima, utilizando o fungo P. sanguineos, que
revelou-se grande produtor desta enzima em 11 dias de fermentacao sélida. Geralmente, este
tipo de enzima possui alto nivel de atividade com estes tipos de cultivo, o que pode estar
correlacionado com a boa estabilidade das isoenzimas produzidas (COUTO et al., 2000).

Atividade de manganés peroxidase
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Figura 5. - Atividade da enzima Manganés peroxidase sobre o substrato bagago de cana produzida pelas linhagens
fangicas (Pleurotus sp 068 (P068) e Pleurotus sp 001 (P001) no periodo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, sob fermentacao
semi-solida.
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4. Conclusoes

As linhagens 001 e 068 mostraram-se promissoras no uso de substratos lignoceluloliticos
para producao enzimatica. O bagaco de cana é um residuo que permite esta avaliagao, pois
possui quantidades significativas de lignina e celulose. No entanto, sdao necessarios estudos
mais detalhados para que sejam obtidas condi¢gdes 6timas de produgao destas enzimas pelas
linhagens estudadas, aumentando assim a eficiéncia enzimatica e a eficiente biodegradacao
destes residuos.
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