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Resumo

Os fungos de podriddao-branca produzem enzimas extracelulares capazes de
modificar os componentes de celulose, hemicelulose e lignina da parede celular
vegetal. Foi avaliada a capacidade de producdao de enzimas lignoceluloliticas
(lignocelulases) por basidiomicetos, também conhecidos como fungos de
podriddo-branca ou do inglés white-rot fungi (WRF), quando cultivados em
fermentacdo estado solido (FES) em formulagdes contendo trés residuos
lignoceluldsicos da agroindustria do dendé. Foram avaliadas 60 cepas de
basidiomicetos quanto a taxa de crescimento micelial (mm.dia'l) e densidade
micelial em agar contendo os residuos lignoceluldsicos. Os macrofungos Lepiota
fuscipes CC402, Trametes versicolor CC124, Panus lecontei CC40, Ganoderma
lipsiense CC36 e Oudemansiella canarii CC37 tiveram as melhores taxas de
crescimento. Esses WRFs foram cultivados em FES em frascos (tipo erlenmeyer)
contendo 30 g (massa seca) de biomassas lignoceluldsicas de dendé em trés
formulagdes diferentes: F1) cacho vazio 100% (CV100); F2) fibra de prensagem
100% (FP100); e F3) mistura de cacho, fibra e borra do decantador
(CV60:FP30:BD10). Os extratos enzimdticos, obtidos a partir da FES, foram
avaliados quanto as atividades celuloliticas, hemiceluloliticas, lignoliticas,
lipoliticas e proteoliticas. Os extratos obtidos do cultivo dos WRFs apresentaram
maiores atividades para proteases e enzimas oxidativas, tais como peroxidases
totais, lacases e manganés peroxidases, do que celulases e hemicelulases, nos trés
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tipos de formulacdes de substratos, com melhor desempenho da formulacao
mista (F3). Os extratos brutos fungicos, pela presenca de enzimas lignoliticas e
peroxidases que tém atuacdo na deslignificacdo e complexos fendlicos, podem ser
empregados na formulacdao de coquetéis enzimaticos (enzyme blend) para
desconstrucao de biomassa vegetal.

Introducao

O 6leo de palma ou dleo de dendé (Brasil) é o éleo vegetal mais produzido no
mundo, sendo utilizado para obtencao de biodiesel, cosméticos e na industria de
alimentos. A cultura agron6mica dessa palmeira tem alta produtividade (4 a 5,5
toneladas de o6leo por hectare por ano), com menor custo de producdo em
comparagdao com outros 6leos vegetais. Durante o processo agroindustrial, apenas
10% de todo cacho com as sementes sdao convertidos em 6leo, gerando assim um
volume significativo de residuos lignoceluldsicos. Esses residuos podem ser utilizados
na obtencao de produtos de valor agregado, tais como biocombustiveis (etanol
celulésico), quimicos (monossacarideos, acidos organicos, compostos bioativos), racao
animal ou enzimas lignoceluloliticas, por exemplo.

Os white-rot fungi (WRFs) sdo reconhecidos pela capacidade de degradar os
componentes da parede celular vegetal, principalmente a lignina, por meio da
atuacao de enzimas como lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases. O uso
desses macrofungos em processos de pré-tratamento ou na produgdo dessas enzimas
pode servir para deixar a celulose mais acessivel as celulases e, assim, obter maiores
rendimentos de glicose na hidrdlise enzimatica de biomassa vegetal.

O objetivo deste trabalho foi utilizar os residuos lignoceluldsicos da agroindustria
do dleo de palma (cacho vazio, fibra de prensagem e borra do éleo de dendé gerada
no decantador, aqui chamada de borra do decantador) como substrato para o
crescimento de macrofungos (WRFs) e producao de lignocelulases.

Materiais e métodos

Microrganismos

Os macrofungos utilizados neste trabalho pertencem as cole¢cdes de
microrganismos da Embrapa Agroenergia, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia e Embrapa Florestas. A manutencdao e preservacao das cepas foi
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feita por repicagens regulares em meio BDA (Batata dextrose dgar) em placas
Petri e incubadas a 28 °C. Placas totalmente colonizadas foram armazenadas em
camara fria (4 °C).

Capacidade de crescimento micelial dos macrofungos

Foram avaliados 60 macrofungos quanto a capacidade de crescimento em
meios a base de biomassa de dendé. Cada macrofungo foi avaliado
individualmente em &agar contendo 10% (m/v) de cacho vazio (CV), fibra de
prensagem (FP) ou borra do decantador (BD) como Unico substrato. Os meios
foram esterilizados (121 °C, 30 minutos), por duas vezes (tindalizacdo), com
intervalo de 24 horas, antes de serem vertidos nas placas. As placas foram
inoculadas, no ponto central, com um disco de 5 mm de diametro (massa
micelial). O crescimento micelial foi avaliado pela medicdo do diametro micelial
nos tempos de 3, 5, 7 e 9 dias de cultivo a 28 °C (Figura 1). Também foram
registradas as caracteristicas morfoldgicas quanto a densidade micelial

(qualitativamente).

Figura 1. Crescimento micelial de Panus lecomtei CC40 nos trés substratos a base de dgar + biomassas
vegetais residuais da agroindustria de extracdo de éleo de dendé: Borra do decantador (A); Fibra de
prensagem (B); Cacho vazio (C).

Macrofungos: cultivos em fermentagao em estado solido (FES)

Em frascos de vidro, foram adicionados 30 g (massa seca) de residuos
lignoceluldsicos (biomassa residual da agroindustria do dleo de dendé) e agua
destilada para atingir ~“65% de umidade. As formula¢gdes do meio de cultivo
foram: CV 100% (F1); FP 100% (F2); e, CV/FP/BD relag¢do 6:3:1 (F3). Cada frasco foi
inoculado com cinco discos de 5 mm de massa micelial de cada macrofungo (cinco
macrofungos selecionados previamente) e transferidos para incubacao a 28 °C
por 15 dias.
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Atividades enzimaticas

Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 10 g do sélido fermentado
(micélio crescido nas formulacdes de biomassas vegetais) e solugdo Triton X100
0,1%, em relagdo 1:5 (massa umida/volume). Os frascos foram submetidos a
agitacao em shaker a 200 rpm, 5 °C por 40 minutos. O conteudo foi transferido
para tubos de 50 mL e centrifugados por 10 minutos, 10.000 rpm a 4 °C. O
sobrenadante, agora denominado extrato enzimatico, foi transferido para tubos
de 50 mL com 0,02% de azida sddica. Os extratos enzimaticos foram usados para
avaliacdo das atividades enzimaticas. As atividades de FPase (celulases totais),
endoglicanase, xilanase e poligalacturonase foram determinadas por acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) a 540 nm, usando-se como substratos papel filtro
Whatman®, carboximetilcelulose, xilana (beechwood) e acido poligalacturonico,
respectivamente. A atividade beta-glicosidase foi determinada com base em
Ghose (1987) com celobiose como substrato. As atividades de lacase e
peroxidases totais foram determinadas pela oxidacdo de ABTS a 420 nm sem e
com presenca de H,0, (WOLFENDEN; WILSONS, 1982). A lignina peroxidase e as
peroxidases totais foram determinadas pela oxida¢ao do alcool veratrilico a 310
nm. A manganés peroxidase foi determinada pela oxidacdao de MnSO, em
presenca de H,0,. A atividade proteolitica foi determinada com azocaseina como
substrato. As lipases foram determinadas por titulacdo dos dacidos graxos
liberados, usando como substrato dleo de oliva (DIAZ et al., 2006). As proteinas
soluveis totais foram quantificadas pela metodologia do &acido bicinconinico
(BCA). Todas as atividades foram expressas em Unidades internacionais (Ul) por
mL em funcao da liberagao dos produtos de cada reagao.

Resultados e discussao

Crescimento micelial

Dentre os 60 basidiomicetos testados, 55 cresceram nos distintos meios de
cultura contendo agar e os residuos lignoceluldsicos como substrato. Os melhores
resultados quanto ao crescimento micelial foram observados para os
macrofungos L. fuscipes CC402 em BD, G. lipsiense CC36 em CV e T. versicolor
CC124 em FP com a medida de 8,4 mm.dia™. Com base em dados guantitativos
(crescimento) e qualitativos (densidade micelial), cinco cepas apresentaram
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melhores resultados (L. fuscipes CC402, T. versicolor CC124, G. lipsiense CC36, O.
canarii CC37 e P. lacomtei CC40) e foram selecionadas para cultivo em estado
solido contendo como substrato apenas os residuos lignoceluldsicos para entao
determinar as atividades enzimaticas.

Atividades enzimaticas

Os cinco macrofungos mostraram atividade enzimaticas residuais para
celulases totais nas trés formulagdes e nao houve diferencgas significativas
(p<0.005), conforme apresentado nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Perfil enzimatico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentacdo Estado Sélido (FES) usando cacho vazio do dendé (F1) como substrato,
durante 15 dias, com incubagao a 28 °C e ~65% de umidade. Os valores estdao apresentados
em U/mL para atividades enzimaticas e em mg/mL para proteinas totais, seguido dos
valores do desvio padrao.

G. lipsiense  O. canarii  P. lacomtei T. versicolor L. fuscipes

Enzimas
CC36 CC37 CC40 CC124 CC402

Celulases totais 0,09+0,03 0,03+0,00 0,03+0,00 0,05+£0,01 0,05+0,03
Endoglicanase 0,04+0,02 0,04+0,01 0,03+0,02 0,08+0,02 0,04+0,03
B-glicosidase ND ND ND ND ND

Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais ND 10,76 £2,40 12,5+0,00 20,83 +0,00 26,04 2,08
Lacase ND 9,37+2,75 4,16+0,00 31,25+0,00 12,5+0,00
Manganés Pox 0,40+0,09 O 28,46 £0,35 6,09+0,28 31,37+0,33
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 32,06+1,14 33,39+0,76 44,99+4,26 6,94+0,96 3,54+1,96
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase ND ND ND ND ND

Proteina total (BCA) 3,05+0,03 2,8+0,03 3,72+0,07 2,83+0,05 3,10+0,03
ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: acido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.
As atividades celuloliticas foram baixas em comparacao a literatura. Por

outro lado, é de interesse a busca de fungos com alta especificidade na
degradacdo oxidativa da parede celular.
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As atividades oxidativas relacionadas ao processo de deslignificacao

mostraram atividades enzimaticas com diferencas significativas para alguns
macrofungos nas diferentes formulacdes. Os extratos enzimaticos dos
macrofungos P. lacomtei CCA40, T. versicolor CC124 e L. fuscipes CC402
apresentaram as maiores atividades para as oxidases e peroxidases; T. versicolor
CC124 obteve a maior atividade para lacase (44,79 U/mL) e L. fuscipes CC402 para
manganés peroxidase (48,71 U/mL), ambas na formulacdo F3. O Ganoderma
lipsiense CC36 nao apresentou atividade para lacase em nenhuma das
formulacgdes. Atividades de beta-glicosidase, xilanase, lignina peroxidase, oxidases
alcool veratrilico, lipase e poligalacturonase ndao foram observadas em nenhum

dos macrofungos nas trés formulacdes de meios (Tabelas 1 a 3).

Tabela 2. Perfil enzimatico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentacdo Estado Sélido (FES) usando fibra de prensagem do dendé (F2) como
substrato, durante 15 dias, com incubacao a 28 °C e ~65% de umidade. Os valores estdo
apresentados em U/mL para atividades enzimaticas e em mg/mL para proteinas totais,
seguido dos valores do desvio padrao.

Enzimas G. lipsiense  O. canarii  P. lacomtei T. versicolor L. fuscipes
CC36 CC37 CC40 CC124 CC402

Celulase total 0,07 £0,01 0,02+0,01 0,03+0,02 0,05 0,02 0,05+ 0,01
Endoglicanase 0,08 + 0,03 0,04+0,02 0,03+0,01 0,07 0,01 0,05 £ 0,00
B-glicosidase ND ND ND ND ND
Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais ND ND 6,94 £ 0,00 26,04 £ 2,08 6,25 + 0,00
Lacase ND 4,17+0,00 4,16 +0,00 31,25+4,16 4,16 £ 0,00
Manganés Pox 0,05 10,01 0 9,78 £0,29 6,09 £ 0,29 32,99 +0,56
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 40,95+1,89 31,03+0,93 42,98 +3,09 29,36 + 1,57 17,98 + 1,63
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase ND ND ND ND ND
Proteina total
(BCA) 1,48 +0,01 1,56 + 0,05 1,82 +0,04 3,07+ 0,02 1,57 +0,03

ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: acido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.

A degradacao seletiva de lignina em funcdao de alta atividade lacase em T.

versicolor CC124 ja foi observada por Zhu et al. (2011), usando palha de milho
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como substrato. L. fuscipes CC402 ainda nao foi reportado na literatura em
relacao a pré-tratamentos de biomassas lignoceluldsicas e atividades enzimaticas.

No presente trabalho, o extrato de L. fuscipes CC402 apresentou alta
atividade de peroxidases totais, lacases e proteases, indicando que esse fungo,
ainda pouco explorado, pode ser melhor estudado como fonte de enzimas
oxidativas. Os extratos dos cinco macrofungos, nas trés formulacdes de
substratos, apresentaram atividade proteolitica. Os maiores resultados foram
obtidos nos cultivos com formulacdao (F3), nos quais foram obtidos valores
proximos a 50 U/mL, com excecdo do L. fuscipes CC402, que apresentou atividade

25 U/mL, mas superior as outras duas formulagdes.

Tabela 3. Perfil enzimatico de extrato obtido de cultivo de cinco basidiomicetos em
Fermentacdo Estado Sdlido (FES) usando mistura de cacho vazio, fibra de prensagem e
borra do decantador do dendé em uma relagao 6:3:1 (F3) como substrato, durante 15 dias,
com incubacdo a 28 °C e ~65% de umidade. Os valores estdo apresentados em U/mL para
atividades enzimaticas e em mg/mL para proteinas totais, seguido dos valores do desvio
padrao.

Enzimas G. lipsiense  O. canarii  P. lacomtei T. versicolor L. fuscipes
CC36 C37 CC40 CC124 CC402
Celulase total 0,04 £0,02 0,03 £0,00 0,02+0,01 0,06 £ 0,04 0,07+0,01
Endoglicanase 0,06 £0,01 0,04+0,02 0,06+0,04 0,11+ 0,04 0,05+ 0,03
B-glicosidase ND ND ND ND ND
Xilanase ND ND ND ND ND
Peroxidase totais  ND 14,93 +2,40 8,33+0,00 37,5+0,00 16,67 £ 0,00
Lacase ND 16,66 +2,16 8,33 +0,00 44,79 + 2,08 8,33 0,00
Manganés Pox 0,45+0,11 2,54 10,24 41,05+0,43 8,05 0,50 48,71 +0,43
Lignina Pox ND ND ND ND ND
Oxidases (AV) ND ND ND ND ND
Protease 51,32 +£5,22 50,67 +7,63 54,79+1,85 47,78 £5,53 25,51+7,13
Lipase ND ND ND ND ND
Poligalacturonase  ND ND ND ND ND
Proteina total
(BCA) 3,59+0,27 3,73+0,29 4,06 +0,11 3,78+0,16 2,46 £ 0,12

ND: ndo detectada; Pox: peroxidase; BCA: acido bicinconinico; AV: alcool veratrilico.
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Conclusoes

Os basidiomicetos sao macrofungos que podem ser explorados quanto ao
potencial de producao de algumas ligninases e proteases quando cultivados em
biomassas lignoceluldsicas da agroindustria do dendé como fonte nutritiva. Essas
enzimas podem ser utilizadas em coquetéis enzimaticos empregados na
desconstrucao de biomassa vegetal para obtencdao de acgucares soluveis. Sao
enzimas atuantes na degradacdo da lignina ou componentes fendlicos/perdxidos
de hidrogénio liberados nas etapas de pré-tratamento.
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