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Resumo 

Determinaram-se as atividades enzimáticas lignocelulolíticas de extratos brutos de 
basidiomicetos e ascomicetos, em monocultivos e cocultivos com Trichoderma reesei 
ATCC 60787, em fermentação submersa. Para tal, utilizou-se meio sintético (BDA) 
enriquecido com biomassas vegetais da Agroindústria do dendê, quais sejam: fibra de 
mesocarpo (FM) e borra do decantador (BD – Resíduo sólido resultante do óleo de 
dendê processado em tridecantador). Verificou-se que fungos filamentosos mostraram 
maiores atividades enzimáticas hidrolíticas e oxidativas no meio enriquecido com BD. 
Os cocultivos mostraram que a presença de T. ressei ATCC 60787 induziu a maior 
liberação de enzimas hidrolíticas e oxidativas por Panus lecomtei CC40 e Lepiota 
fuscipes CC402, quando comparadas com os monocultivos.    

Palavras-chave: interação fungo-fungo, lacase, fungos da podridão-branca. 

Introdução 

As análises comparativas entre a fermentação em estado sólido (FES) e a 
fermentação submersa têm sido avaliados em função de produção de enzimas e 
bioativos. Tipicamente, a fermentação submersa é usada para microrganismos que 
precisam de alta quantidade de água livre, como as bactérias e leveduras; já a FES é 
adequada para organismos como os fungos filamentosos que podem crescer com 
quantidades de umidade entre 20% e 70% (SINGH et al., 2008). No entanto, a maioria 
das enzimas celulolíticas comerciais produzidas atualmente são derivadas de fungos 
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filamentosos cultivados em fermentação submersa e, inclusive, tem sido demostrado 
que esse tipo de fermentação contribui positivamente na liberação de celulases de 
fungos da podridão-branca (ELISASHVILI et al., 2008). 

O alvo deste trabalho foi explorar a capacidade de produção de enzimas 
lignocelulolíticas de basidiomicetos e ascomicetos usando fermentação submersa por 
meio de mono ou cocultivos utilizando biomassas derivadas do dendê. Os cultivos 
foram feitos usando os basidiomicetos P. lecomtei CC40, T. versicolor CC124 e L. 
fuscipes CC37, além de organismos modelos para produção de celulases e 
hemicelulases como as linhagens T. reesei, Chrysosporium lucknowense, Laetisaria 
arvalis e Schizophyllum commune e Coprinus sp. FPB 125 (isolado da Embrapa 
Agroenergia). A determinação do potencial de produção de enzimas lignocelulíticas é 
condição ímpar para que se possam obter coquetéis enzimáticos com potencial para o 
processo de sacarificação de biomassas vegetais. 

Materiais e métodos 

Microrganismos 

Utilizou-se oito linhagens de fungos filamentosos nos cultivos por fermentação 
submersa, quais sejam: P. lecomtei CC40, T. versicolor CC124, L. fuscipes CC402, 
Schizophyllum commune CC328 Coprinus sp. FPB 125, Chrysosporium lucknowense 
ATCC® 44006, Laetisaria arvalis ATCC® 52088 e Trichoderma reesei ATCC® 60787. 
Todos os fungos foram repicados em BDA (placas Petri) e incubados a 28 °C até 
completa colonização. 

Interação de crescimento dos fungos em placa de petri 

Para entender à compatibilidade in vitro dos basidiomicetos e T. reesei ATCC® 
60787, foram colocados discos miceliais de cada fungo em extremidades opostas das 
placas com meio BDA esterilizado, distanciados aproximadamente 4 cm. Foram 
realizados registros fotográficos e descrição dos cocultivos durante 9 dias.  A análise do 
tipo de interação foi feita  com base no critério usado em Molla et al. (2001).  

Monocultivos em fermentação submersa 

Adicionou-se 1,25 g de biomassa de dendê (borra de decantador- BD ou Fibra 
de mesocarpo-FM), previamente triturada (diâmetro ≤2 mm) e seca a 65 °C por 2 dias, 
50 mL de meio Mandels Weber (MW) e PEG6000 0,1% (m/v) em frascos Erlenmeyer de 
250 mL. Em seguida, adicionaram-se 5 discos miceliais (5 mm de diâmetro) de ágar 
totalmente colonizado, fazendo-se incubação em agitador a 150 rpm e 28 °C por 5 
dias. 

Cocultivos em fermentação submersa 

No cocultivo, adotou-se o modelo de Ma e Ruan (2015), mudando-se a forma 
de inoculação dos fungos, com inoculação dos badidiomicetos 14 horas antes do T. 
reesei ATCC® 60787 e incubação 28 °C por 5 dias.   
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Obtenção de extrato enzimático e atividades enzimáticas 

Após 5 dias de cultivo, o conteúdo dos frascos Erlenmeyer foi filtrado e 
centrifugado a 10.000 rpm a 5°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, 
adicionando-se solução azida sódica, com concentração final de 0,02% (m/v), para 
evitar crescimento microbiano.  Para a atividade FPase (celulases totais) foram 
utilizados discos de papel filtro tipo Whatman® como substrato e a reação foi feita em 
termociclador por 60 minutos a 50 °C. Para as xilanases usou-se xilana de birchwood 
2% (m/v) como substrato. A liberação de açúcares foi determinada pelo método DNS 
(MILLER, 1959), com leitura em espectrofotômetro a 540 nm de comprimento de 
onda. A atividade β-glicosidase foi feita usando celobiose 15 Mm como substrato, 
numa reação de 30 minutos a 50 °C. A glicose liberada foi quantificada usando-se o 
método GOD-POD, com o kit reagente Glicose oxidase - Bioclin®, e leitura em 
espectrofotômetro a 505 nm. As atividades da lacase e peroxidases totais foram feitas 
usando ABTS 5 Mm e H2O2 2mM (peroxidases) como substrato, com leitura a 420 nm a 
cada 30 s, durante 1,5 min. Todos os experimentos foram feitos em triplicata biológica 
e técnica.   

Resultados e discussão 

No caso dos monocultivos em FM, as atividades para FPase e xilanase foram 
detectadas em todas as linhagens de fungos filamentosos utilizadas. Os valores 
máximos de atividade, de 0,48 U.mL-1 e 0,65 U.mL-1, respectivamente, foram 
observados no extrato de T. reesei ATCC® 60787. Não se verificou valores 
significativamente altos de atividade da β-glicosidase.  L. fuscipes CC402 mostrou alta 
atividade para lacase (180,42 U.mL-1). Quanto às peroxidases totais, verificou-se 
atividade significativa nos extratos de L. fuscipes CC402 (99,39 U.mL-1) e T. versicolor 
CC124 (7,65 U.mL-1), como pode ser visto Figura 1.  No cultivo com BD, a atividade 
FPase em T. reesei foi 2,16 vezes maior quando comparada com a do extrato obtido 
com FM. Para xilanase, os extratos das linhagens Coprinus sp. FPB125 e P. lecomtei 
CC40 apresentaram atividade 8,5 e 2,8 vezes maior que dos extratos obtidos do cultivo 
em FM, respectivamente. A atividade β-glicosidase no extrato de T. reesei foi 9 vezes 
maior que o obtido em FM. Para lacases, verificou-se picos altos de atividade no 
extrato de L. fuscipes CC402 (794,01 ± 30,5 U.mL-1), P. lecomtei CC40 (383,11 U.mL-1) e 
T. versicolor CC124 (270,39 U.mL-1). O padrão de atividades para peroxidases foi
similar, com maior atividade no extrato de L. fuscipes CC402 (341,43 U.mL-1), P.
lecomtei CC40 (106,22 U.mL-1), T. versicolor CC124 (87,01 U.mL-1) (Figura 2).

T. reesei ATCC® 60787 apresentou interações positivas com os basidiomicetos
P. lecomtei CC40, T. versicolor CC124, L. fuscipes CC402 e Coprinus FPB125 (Figura 3).
Esse resultado contrasta com o observado por Mohammad et al. (2013), que trabalhou
com uma linhagem de T. reesei que foi inibida quando incubada em cocultivo com
basidiomicetos.
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Figura 1. Perfil enzimático dos extratos obtidos em fermentação submersa usando meio MW 
enriquecidos com fibra do mesocarpo (FM) para os monocultivos dos fungos.  Legenda: T. reesei ATCC® 
60787 (TR); Coprinus sp. (FPB125); L. arvalis ATCC® 52088 (LA); S. commune CC328 (SC); C. lucknowense 
ATCC® 44006 (CL); T. versicolor CC124; P. lecomtei (CC40); e L. fuscipes CC402. Letras diferentes nas 
barras indicam diferenças significativas a p<0.05 no teste Tukey. 

Figura 2. Perfil enzimático dos extratos obtidos em fermentação submersa usando meio Mandels e 
Weber (1969) enriquecidos com borra do decantador para os monocultivos dos fungos. Legenda: T. 
reesei ATCC® 60787 (TR); Coprinus sp. (FPB125); L. arvalis ATCC® 52088 (LA); S. commune CC328 (SC); C. 
lucknowense ATCC® 44006 (CL); T. versicolor CC124; P. lecomtei (CC40); e L. fuscipes CC402. Letras 
diferentes nas barras indicam diferenças significativas a p<0.05 no teste Tukey. 
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Interação Dia 3 Dia 6 Dia 9 

P. lecomtei CC40 – T. reesei

ATCC® 60787 (TR-CC40)

Entrelaçamento mútuo parcial 

Figura 3. Interação entre P. lecomtei CC40 – T. reesei ATCC® em cultivo em placas (BDA). 

Figura 4. Atividades enzimáticas dos extratos brutos obtidos em fermentação submersa de fungos 
quando cocultivados com T. reesei ATCC® 60787, fazendo uso de meio sintético enriquecido com borra 
do decantor. Os basidiomicetos utilizados no cocultivo foram Coprinus sp. (TR+F125); L. arvalis ATCC® 
52088 (TR+LA); S. commune CC328 (TR+SC); C. lucknowense ATCC® 44006 (TR+CL); P. lecomtei (TR+CC40; 
T. versicolor (TR+CC124) e L. fuscipes (TR+CC402). Letras diferentes nas barras indicam diferenças
significativas a p<0.05 no teste Tukey.

Os cocultivos em fermentação submersa com BD mostraram que os extratos de 
algumas linhagens tiveram atividades em algumas enzimas ausentes nos monocultivos, e 
incremento em enzimas já detectadas. O cocultivo TR+CC40 com T. reesei mostrou 
maior atividade lacase e peroxidase total (1111,44 e 599,74 U.mL-1, respectivamente) 
que nos monocultivos, maior atividade FPase (1,17 U.mL-1) que do extrato do 
monocultivo de P. lecomtei CC40 e menor que de T. reesei ATCC® 60787. As atividades β-
glicosidase e xilanase foram maiores que nos extratos dos monocultivos de P. lecomtei 
CC40, porém menores que do monocultivo de T. reesei ATCC® 60787 (Figura 4). 

Os maiores valores de atividade foram medidos nos extratos obtidos dos 
cultivos em BD em relação aos obtidos dos cultivos FM, o que pode estar relacionado 
ao maior conteúdo de proteínas e lipídeos disponíveis no primeiro, uma vez que estes 
ainda são predominantemente estruturais no segundo. Já foi demonstrado que a 
composição das biomassas determina o perfil das enzimas liberadas pelos fungos 
filamentosos, inclusive, em substratos do mesmo tipo e de origens diferentes (SINDHU 
et al., 2016).  O cocultivo TR+CC40 conseguiu melhorar mais o rendimento nas 
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atividades oxidativas como lacases e peroxidases que o cultivo individual P. lecomtei 
CC40 e teve alta atividade hidrolítica quando comparado com o monocultivo de T. 
reesei ATCC® 60787.  Esse resultado é comparável com Ma e Ruan (2015), com 
cocultivos de T. reesei e Coprinus comatus quando crescidos em fermentação 
submersa suplementada com palha de milho. Da mesma forma, como reportado por 
Qi-He et al. (2011), demonstrando que fungos de podridão-branca tiveram maior 
atividade específica de lacase do que quando comparados com os cultivos individuais.  

Conclusão 

O cultivo de alguns fungos filamentosos (basidiomicetos e ascomicetos) em 
fermentação submersa enriquecida com biomassa vegetal da agroindústria de dendê 
mostrou-se positivo para a obtenção de enzimas microbianas de degradação da 
parede celular vegetal.  

Observou-se maiores atividades enzimáticas das linhagens fúngicas testadas no 
meio enriquecido com borra do decantador do que no meio com fibra do mesocarpo. 

Cocultivos de T. reesei x P. lecomtei CC40 e T. reesei x L. fuscipes CC402 
mostraram interação positiva, com aumento das atividades enzimáticas em relação a 
seus monocultivos. 
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