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EVALUATION OF BASIDIOMYCETES OF GANODERMA GENUS REGARDING LIGNOCELLULOLYTIC
ENZIMES SINTETIC POTENTIAL

Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a degradacao de Eucalyptus benthamii por basidiomicetos do género
Ganoderma da colegao de macrofungos da Embrapa Florestas, uma vez que estes fungos sao potenciais
produtores de enzimas oxidantes e hidroliticas envolvidas na degradagao de lignina e celulose. Foi utilizada
a técnica de coloragdo com vermelho congo e determinada a atividade da celulase em carboximetilcelulose
(CMCase). Para a produgéao das enzimas foi realizada primeiramente a produgado de indculo (micélio) em
meio submerso, em seguida a fermentacdo semi-sdlida (FSS) em meio de farelo de trigo, e finalmente a
avaliacdo das enzimas lignoceluloliticas em madeira moida de Eucalyptus benthamii, suplementado com
fonte de nitrogénio e sais minerais. Todos os isolados mostraram crescimento micelial nos diferentes
substratos testados. As enzimas carboximetilcelulase e celulase cristalina apresentaram atividade, com
excegao do isolado 0039, enquanto que a atividade beta-glicosidase so6 foi detectada no isolado 0020. O
isolado Ganoderma orbiformum (0096) foi o que apresentou maior atividade para as enzimas beta-
glicosidase e celulase cristalina. Todos os isolados do Ganoderma lucidum apresentaram a formacéo do

halo, indicando a presenca da CMCase.

Abstract

The objective of this study was to evaluate Eucalyptus benthamii decay by basidiomycetes of Ganoderma
genus from Embrapa Florestas' macrofungi collection, since those fungi are potential producers of oxidase
and hidrolitic enzimes involved at Lignin and Cellulose decay. The red congo collouring technique was used
and celulase activity in carboximetilcellulose (CMCase) determined. For enzimes production, firstly
inoculates (mycelium) production was realized within submerse culture, after it a semi-solid fermentation
(FSS - Fermentacdo Semiu-Sdlida) within wheat bran and, finally Eucalyptus benthamii, wood loaf
complemented with minerals and nitrogen sources Lignincellulotic enzimes was evaluated .All isolates
portrayed mycelia growing at different tested cultures. Carboximeticelulase and crystal celulase showed
activity, with exception of isolate 0039, while beta-glicosidase portrayed activity only for isolate 0020. The
isolate Ganoderma orbiformum (0096) was the one which portrayed stronger activity of beta-glicosidase and
crystal celulase enzimes. All Ganoderma lucidum isolates presented ring formation, CMCase presence

indicator.



Introdugao

O género Ganoderma pertence a classe dos basidiomicetos e sao fungos conhecidos por sua
capacidade especifica de degradar a madeira pela acdo de suas enzimas oxidativas (peroxidases e
lacases) e hidroliticas (beta-glicosidases e celulases) (Fernandes et al., 2005). Este género se desenvolve
em temperatura média de 30 °C produzindo uma série de enzimas ligno-celulases, que permitem degradar
facilmente a lignina e a celulose da madeira, assim como outros substratos vegetais utilizados para o seu
cultivo.

Para o cultivo de cogumelos sao aproveitados residuos agroindustriais como substratos a base
de cana-de-agucar, palha de trigo, palha de arroz, gramineas, serragens, polpa e casca de frutas, folhas de
bananeira entre outros. Uma vez que diversos tipos de residuos lignoceluldsicos sdo gerados por processos
industriais, exploracdo agricola e pela populagédo das areas urbanas. A biomassa, no geral, tem sido
utilizada geralmente como combustivel solido em sistemas de reciclagem e produgado de biocombustiveis
(Baysal et al., 2003).

A biomassa lignocelulésica compde mais de 60 % de todo o material vegetal produzido em terra.
Este recurso vasto € a fonte potencial de biocombustivel, biofertilizantes, industria de papel, ragoes animais
e substratos para produgéo de alimentos e a utilizagao racional de todo esse potencial através de processos
quimicos ou bioldgicos € o grande salto na inovagao tecnoldgica.

Inserida dentro do Projeto Florestas Energéticas que busca solugdes inovadoras para o uso
racional dos residuos florestais, o objetivo deste trabalho foi avaliar, através de uma triagem, os
basidiomicetos da colegédo de culturas da Embrapa Florestas, quanto ao potencial de sintese de enzimas

celuloliticas tendo em vista a hidrolise de substratos de madeira na conversao a etanol de segunda geragéo.

Material e Métodos

Foram selecionados cinco isolados do género Ganoderma (tabela 1) da cole¢cdo de macrofungos

da Embrapa Florestas, inicialmente mantidos em placas de Petri com meio PDA a 25+1 °C.

TABELA 1 — Relacgdo dos basidiomicetos avaliados da Colecédo de Culturas da Embrapa Florestas.

Isolados Fungos Origem

0020 Ganoderma lucidum Hong Kong, China

0096 Ganoderma orbiformum Paranagud, PR

0049 Ganoderma australi (tornatum) Embrapa Florestas, Colombo, PR
0039 Ganoderma lucidum Reserva Bioldgica Cambui,Curitiba, PR
0033 Ganoderma lucidum Chapada dos Veadeiros, GO

Primeiramente foi avaliada a atividade da celulase, onde os isolados foram cultivados em meio
sintético com carboximetilcelulose (CMC) como tnica fonte de carbono (NaNO3: 3,0 gL ; K,HPO,: 1,0 gL
! ; MgSO,: 0,5 g'L'1 : KCI: 0,5 g'L'l ; FeSO, .7H,0: 10,0 mg'L'1 ; CMC: 10.0 g'L'l; agar: 20,0 g'L'l) . Os
in6culos foram obtidos discos no centro de placas de Petri. Estas foram incubadas por 4 dias a 28 °C e em
seguida submetidas a choque térmico por 16 h a 50 °C. Apos esse periodo, foram adicionados 10 mL de
solucdo corante de vermelho congo (2,5 g'L'l) em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Apdés 30 min a solucéo foi
descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugcdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampao. Os
diametros das col6nias e os halos produzidos foram medidos com paquimetro (Nogueira & Cavalcanti,



1996)

Apos, foram realizadas trés etapas, a primeira foi realizada uma fermentagdo submersa para
producdo de micélio, seguida de uma fermentacdo semi-soélida, utilizando farelo de trigo como substrato
para a sintese enzimatica e a Ultima etapa utilizando madeira de Eucalyptus benthamii triturado para a
hidrolise do substrato pelo complexo enzimatico.

Na fermenta%éo submersa a composicdo do meio de cultura foi: glicose (CsH1,06, 30 g'L™), extrato
de levedura (4,8 gL'"), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,, 0,87 g'L™), cloreto de calcio (CaCl,2H,0,
0,37 g'L'l), cloreto férrico (FeCl36H,0, 10 mg'L'l), cloreto de manganés (MnCl,4H,0, 7,2 mg'L'l) e sulfato
de cobre (CuSO,, 1 mgL™). Foram adicionados aos frascos de Erlenmeyer de 250 mL, 125 mL deste meio,
gue depois de autoclavados foram inoculados com 5 discos dos isolados crescidos em placas de Petri com
meio BDA. Os frascos foram incubados a 25 °C, por 11 dias, em triplicata.

A fermentacdo no estado semi-solido utilizando farelo de trigo como substrato foi realizada em
frascos Erlenmeyer de 250 mL com meio contendo 25 g de farelo de trigo e uma solu¢éo de sulfato de
amoénia ((NH4),S0O4, 0,91 %) em acido cloridrico (HCI, 0,1 M). Este meio foi esterilizado em autoclave por 15
min a 121 °C. Apo6s foi inoculado com 25 mL do meio fermentado produzido na fermentacido submersa e
incubado a 25 +1 °C. por 17 dias.

O meio fermentado foi extraido com 30 mL com solugdo tampéao citrato de sédio 0,05 M, pH 4,8,
filtrado e armazenado em freezer a -10 +1 °C, até o momento de ser analisado e testado quanto a sua
eficiéncia na hidrolise do material lignoceluldsico. O extrato enzimético obtido na fermentacéo com farelo de
trigo foi encaminhado ao Laboratério de Processos Fermentativos do CTAA — Embrapa Agroinddstria de
Alimentos para a determinacdo das atividades das enzimas. beta-glicosidade, celulase cristalina (Cl) e
carboximetilcelulose (CMCase) segundo Wood & Garcia-Campayo (1990).

Para a hidrolise da madeira 15 g de Eucalyptus benthamii triturado (granulometria de 0,5 mm) foi
adicionado em 60 mL de solucdo de extrato de levedura (4,8 gL™), fosfato de potassio monobasico
(KH,PO,, 0,87 gL™), cloreto de calcio (CaCl,2H,0, 0,37 gL™), cloreto férrico (FeCly6H,0, 10 mgL™),
cloreto de manganés (MnCl,4H,0, 7,2 mgL™) e sulfato de cobre (CuSO, 1 mgL™). Este meio foi
esterilizado em autoclave por 1 hora a 121 °C. como pré-tratamento para deslignificacdo da amostra e
adicionado o in6culo da fermentacao e incubados por 7 dias.

Resultados e Discussao

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos ap6s o cultivo dos fungos em meio sintético contendo
CMC como unica fonte de carbono. Houve a formacao de um halo na zona de degradagdo da celulose ao
redor das colbnias, correspondente ao halo indicador da degrada¢do da CMC, observada em 3 isolados de
Ganoderma lucidum. Para comparar esses isolados, foi estabelecido um indice enzimatico e por meio deste
observou-se que algumas colbnias com pouco crescimento apresentaram os indices maiores, como o
isolado (0039) diametro da col6nia = 12,87 mm, indice = 2,93. A visualizacdo do halo depende de varios
fatores, como a composi¢éo do meio de cultura e € um indicativo da sintese da enzima carboximetilcelulase
(CMCase) pelos fungos avaliados.

TABELA 2 — Atividade da celulase de isolados do género Ganoderma da cole¢cdo de macrofungos da
Embrapa Florestas-Colombo,PR, cultivados em meio sintético com carboximetilcelulose por 4 dias a 28 °C.
@c = diametro da colbénia (mm); @h = didmetro do halo (mm); le = indice enzimético; nc = ndo cresceu.

Isolados ac Zh le
0020 Ganoderma lucidum 58,68 68,62 1,17
0096 Ganoderma orbiformum nc

0049 Ganoderma australi (tornatum) nc

0039 Ganoderma lucidum 12,87 37,76 2,93
0033 Ganoderma lucidum 53,23 63,92 1,20

A producdo de micélio em forma de pellets na fermentacdo submersa facilitou a adaptacdo dos
fungos no farelo de trigo para a producdo das enzimas extracelulares .

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos do extrato enzimatico obtido na fermentagdo com farelo
de trigo apdés a determinacdo das atividades das enzimas beta-glicosidase, celulase cristalina e
carboximetilcelulase. Os resultados demonstraram que os isolados do género Ganoderma apresentaram
maior atividade para a enzima beta-glicosidase e apenas um isolado da espécie G. lucidum apresentou
atividade para a enzima CMC.

TABELA 3 - Atividade das enzimas beta-glicosidase, celulase cristalina (C1l) e carboximetilcelulase



(CMCase) nas amostras obtidas dos basidiomicetos por fermentacdo semi-sélida em farelo de trigo, apds
17 dias de fermentagéo.

Isolados Atividade Enzimatica Ul (microM/min)
Celulase Carboximetil
Beta-glicosidase cristalina C1 celulase CMC

0020 Ganoderma lucidum 0,036 0,014 0,089
0096 Ganoderma orbiformum 0,281 0,008 0,000
0049 Ganoderma australi (tornatum) 0,159 0,013 0,000
0039 Ganoderma lucidum 0,000 0,000 0,000
0033 Ganoderma lucidum 0,172 0,013 0,000

As andlises dos meios fermentados demonstraram que os isolados do género Ganoderma testados
ainda ndo foram capazes de converter os substratos lignocelulésicos em agucares redutores.

Até o presente momento ndo se conseguiu 0s resultados esperados, possivelmente, devido ao fato
da fermentacdo em estado semi-solido exigir mais tempo para a atividade das celulases dos basidiomicetos
degradar a fonte de carbono. Os experimentos estdo no inicio e para as proximas etapas visamos adotar
um pré-tratamento visando facilitar o acesso das enzimas lignoceluloliticas.
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