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Resumo

A produgdo de enzimas lignoceluloliticas através de
Pleurotus ssp foi estudada em fermentagdo submersa
utilizando bagago de cana. Entre estas enzimas, lacase e
manganés peroxidase foram detectadas. Os maiores
produtores de lacase foram as linhagem Pleurotus sp

BCCB068, com 6,23 U/L no 159 dia e a linhagem
Pleurotus sajor-caju, com 3,52 U/L no 10° dia de
incubacdo. Manganés peroxidase foi detectada com

Pleurotus sp BCCB068 (31.56 U/L) no 5° dia e 23,58 U/L
com Pleurotus tailandia no 15° dia de incubagdo. A
producdo de enzimas celuloliticas ndo foi significativa.
Estes resultados mostram que o residuo de bagago de
cana é uma possivel fonte de enzimas ligninoliticas e
possui aplicabilidade na area biotecnoldgica.
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1. Introducao

Abstract

The production of ligninocelullolytic enzymes by Pleurotus ssp
was evaluated by submerged fermentation on sugarcane
bagasse. Among these enzymes, Laccase and Manganese-
peroxidase have been detached. The most producer of Laccase
were Pleurotus sp BCCBO068, reaching activity of 6,23 U/Lon
the 15™ day and Pleurotus sajor-caju, 3,52 U/L on the 10%
day of cultivation. Manganese-peroxidase was detected in the
medium with Pleurotus sp BCCB068 (31.56 U/L) on the 5%
day and 23.58 U/L with Pleurotus tailandia on the 15" day of
incubation. The production of celulollityc enzymes was not
significative. These results showed that sugarcane bagasse
residues are feasible source of ligninolytic enzymes and have
applicability in the biotechnological field.

Key words: biodegradation, enzymes, recycling.

Nas ultimas décadas ha uma crescente busca da utilizacdo dos residuos agroindustriais, devido a

incessante demanda das atividades agricolas. O
ambiente e perda de recursos, com contribuicdo si

da biomassa. Diversos processos sao desenvolvido

acumulo destes residuos gera a deterioragdo do meio
gnificante para o problema da reciclagem e conservagao

s para utilizagdo desses materiais, transformando-os em
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compostos quimicos e produtos com alto valor agregado como alcool, enzimas, acidos organicos,
aminoacidos, etc. A utilizacdo de residuo de bagaco de cana em bioprocessos é uma racional alternativa
para produgao de substratos, e uma ajuda para solucionar o problema da poluicdo ambiental (Pandey et al.,

2000).

Os residuos lignoceluldsicos sdo uma grande alternativa para a geragdo de energia, devido a sua
grande disponibilidade na natureza. Atualmente, os maiores usos da lignocelulose concentram-se nas polpas
e industrias de papéis, proteina para racdo, em meios tecnoldgicos de alimentacdo, além de poderem gerar

energia através da producdo de etanol (Ballesteros, 2001).

Os residuos agricolas contém de 20 a 60% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose e 15 a 30% de
lignina. O bagaco de cana contém cerca de 25 a 40% de celulose e o restante de hemicelulose (20 a 35%) e

lignina (15 a 35%) (Cowling e Kirk, 1976).

Espécies de Pleurotus sdo relatados como sendo eficientes colonizadores e degradadores de
lignoceluloses. Estes fungos realizam a degradacdo enzimatica da porcao lignocelulésica dos substratos pela
elaboracdo das enzimas como celulases, B-glicosidase, xilanases, lacases, manganés-peroxidases e lignina
peroxidases que estao envolvidas na degradacao de ligninoceluloses (Qinnghe et al., 2004; Palmieri et al.,
2000). Estes fungos formam um grupo altamente degradativo que atuam sobre constituintes maiores de
residuos ligninoceluldsicos, como a celulose, a hemicelulose e a lignina (Shishido, 1992). Muitos destes
microrganismos sdo capazes de fazer a bioconversdo desses substratos lignoceluldsicos em compostos de
facil assimilacdo para o seu metabolismo, onde as enzimas hidroliticas tem papel fundamental nessa
bioconversdo, e agem conjunta e sinergisticamente na formagdo de um complexo com varias enzimas,
destacando-se: celobiohidrolases, endoglucanases, beta-glucosidases e xilanases (Valaskova e Baldrian,

2006).

Atualmente, estas enzimas sdo utilizadas em vérias aplicagbes industriais e a demanda por enzimas
mais estaveis, altamente ativas e especificas tem crescido rapidamente. Em 1995, o mercado mundial de
enzimas superou 1 bilhdo de ddlares, enquanto espera-se para 2005, a comercializacdo de 1,7 a 2 bilhdes.
Cerca de 60% das industrias que vendem enzimas encontram-se na Europa, as outras 40% estdao nos
Estados Unidos e no Japdo. A aplicacdao de celulases e xilanases comecou na década de 80, primeiro em
racdes animais, seguida pela adicdo em alimentos e posteriormente em industrias téxtil e de papel.
Atualmente, essas enzimas juntamente com as pectinases, sdo responsaveis por 20% do mercado mundial

(Bhat, 2000).

De acordo com os dados do Ministério do desenvolvimento e comércio exterior do governo federal,
sobre o mercado de enzimas do Brasil, no ano de 2005, o total de importacdes brasileiras foi de US$ 95,7
milhGes, enquanto as exportagdes foram de US$ 5,4 milhdes, mostrando que o mercado brasileiro é
essencialmente importador, indicando desvantagem tecnoldgica e estratégica em termos de producdo e uso
das enzimas no pais. Desta forma, a utilizagdo do bagaco para producdo enzimatica, € uma alternativa para
as industrias de biotecnologia obterem enzimas hidroliticas e oxidativas com um custo mais barato em
relacdo as enzimas que estdo no mercado. Além destas vantagens mencionadas, a producdo destas enzimas

utilizando o bagago de cana dispde-se também como uma maneira vidvel de agregar valor a estes residuos,
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e outros com caracteristicas similares ao bagaco de cana, como residuos de palha e casca de arroz, sabugo

de milho, entre outros, diminuindo assim o impacto ao meio ambiente (Valaskova e Baldrian, 2006).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de enzimas celuloliticas (carboximetilcelulase e
avicelase), hemiceluliticas (xilanase) e ligninoliticas (lacase e manganés peroxidase) pelos fungos do género
Pleurotus (P. sp BCCB068, P. Taildndia e P. sajor-caju) através de fermentagdo submersa (durante 30 dias a

30°C) utilizando bagago de cana como fonte de carbono.

2. Materiais e Métodos

O bagaco de cana foi obtido na regido sucroalcooleira de Ribeirdo Preto -SP, com a amostra
contendo baixo teor de umidade, com a consisténcia das fibras em estado seco. Logo apos a coleta, as fibras
foram trituradas até o ponto dos gréanulos ficarem do tamanho préximo a de uma farinha. O material depois
de processado foi esterilizado a 121°C por 15 min e armazenado em refrigerador adequado na temperatura

de -4°C, até a sua utilizacdo no experimento.

Os fungos avaliados foram mantidos 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 fungico 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 fermentagdo submersa foi realizada em frascos Erlenmeyers contendo 30 ml de meio basal (em pH
5,5) adicionado de 1% (m/v) dos substratos avaliados. O meio basal apresenta a seguinte composicao: 1,4
g/Lde (NH4),S0,4; 2,0 g/Lde KH,PO,; 0,1 g/L de uréia; 0,3 g/L de MgS0,4.7H,0; 0,3 g/L de CaCl,; 5,0 mg/L
de FeS0,4.7H,0; 1,56 mg/L de MnSO4H,O; 2,0 mg/L de CoCl, e 1,4 mg/L de ZnS0,4.7H,0 a pH 5,5. Os

frascos foram fechados e esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Apds a esterilizagdo os frascos foram inoculados com 3 discos de micélio fungico (6 mm de
diametro), foram incubados por 30 dias a 30°C, sem agitacdo (cultivo estacionario). Foram coletadas
amostras em triplicatas a cada 5 dias, a partir do 5° dia de incubagdo, até o 30° dia. 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 espectrofotOmetro ultravioleta,
acompanhadas por controles (caldos enzimaticos e substratos analisados isoladamente), para descartar

possiveis interferentes com os métodos de determinagdo.

2.1.1 Atividade das enzimas ligninoliticas
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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 diferenga de absorbéancia, conforme descrito a seguir. Todas as
atividades foram expressas em U/L.min"! (umoles produto/min.L). Os calculos realizados a partir da equacdo

1.

U/L= Aabs x 106/ Ex R xt = U/L.min’! (1),

onde A, absorbancia final - absorbancia inicial; E,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 oxidagdo de siringaldazina até sua forma quinona foi acompanhada por 10 minutos
a 525 nm, a temperatura ambiente. A mistura da reagdo foi constituida por 0,6 mL de caldo enzimatico, 0,2
mL de tampdo 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(II), foi determinada pela oxidagdao de vermelho de
fenol (Kuwahara et al., 1984). A mistura de reagdo (1,0 mL) foi constituida por 0,5 mL de caldo enzimatico,
0,1mL de lactato de sodio 0,25M, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSQO,4 2,0 mM, 0,05 mL de
uma solucdo de H,0, 2,0 mM preparada em tampdo succinato de sédio 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 reacdo foi interrompida pela adigdo

de 40 pL de NaOH 2,0 N, com a leitura em absorbancia de 610 nm.

2.1.2 Atividade de enzimas celuloliticas

Nas determinagbes de carboximetilcelulase e avicelase, a glicose foi utilizada como padrdo. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como o nimero de umoles de agucar redutor produzido por

minuto por ml de enzima.

2.1.2.1 Atividade de avicelase

A atividade de avicelase (EC 3.2.1.91) consiste na adigdo de 1mL do extrato enzimatico bruto em 1
mL de solugdo 1% de celulose microcristalina (avicel), em tampdo 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
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celulose em suspensdo. Os acglcares redutores liberados foram determinados pelo método do acido-3,5-

dinitrosalicilico (DNS), de acordo com Miller (1959).

2.1.2.2 Atividade de carboximetilcelulase (CMCase)

A atividade de Carboximetilcelulase (CMCase, EC 3.2.1.4 ) consiste na adigdo de 1mL do extrato
enzimatico bruto em 1 mL de solugdo de carboximetilcelulose 1% em tampdo 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 suspensdo. Os agUcares redutores liberados foram determinados pelo método do

acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS), de acordo com Miller (1959).

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 reacao consiste na mistura contendo 1 mL de sobrenadante da cultura (extrato enzimatico), 1 mL
de solugdo de 1% de xilana (Sigma) em 0,05 M de tampdo acetato pH 5,0, e 2 mL da solugdo 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 suspensdo. Os tubos contendo as reagdes foram lidas em
espectrofotdmetro em 550nm. Os valores foram expressos em U/mL , onde 1 unidade representa 1 pmol de

xilose produzido por minuto.

3. Resultados e discussao

A pesquisa de enzimas ligninoceluloliticas revelou a presenca da enzima lacase, destacando-se a
linhagem Pleurotus sp BCCB068 com as atividades de 6,23 U/L (15° dia) e 4,68 U/L (20° dia)
respectivamente (Figura 1). As demais linhagens ndo obtiveram resultados expressivos, tendo o fungo
Pleurotus sajor-caju obtido a atividade maxima de 3,52 U/L (10° dia) e a linhagem Pleurotus tailandia 1,63
U/mL (10° dia). Trabalhos realizados por Kumaran e colaboradores (1997), apresentaram para o fungo
Pleurotus sajor caju 10,6 U/L de atividade de lacase, em substrato lignoceluldsico. A enzima lacase é uma
glicoproteina polifenoloxidase que contém cobre no seu sitio ativo e catalisa a reducdo de O, para agua, com
simultanea oxidacdo de substratos fendlicos. A catdlise de substratos fendlicos 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 (Leonowicz et al., 2001).

Para a atividade de manganés peroxidase (Figura 2), novamente a maior atividade obtida foi com a
linhagem Pleurotus sp BCCB068 com 31,56 U/L (5° dia) e 24,84 U/L (30° dia). As demais linhagens também
produziram atividades consideraveis desta enzima, com a linhagem Pleurotus sajor-caju obtido a atividade
maxima de 22,86 U/L (10° dia) e a linhagem Pleurotus tailandia 23,58 U/mL (15° dia). A atividade de

manganés peroxidase é produzida durante o metabolismo secundario e é regulada pelas concentracdes de
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carbono e nitrogénio no meio de cultura. E cataliticamente dependente de H,O, e fons Mn (II), e a-
cetoacidos que estabilizam a sua atividade oxidativa (Valaskova, 2006). O substrato bagaco de cana é rico
em lignina, demonstrando deste modo, que as linhagens apresentaram atividades enzimaticas ligninoliticas
similares aos encontrados na literatura. Estes resultados foram também encontrados por Vikineswary et al.
(2005), em todos os residuos agroindustriais testados para a producdao de lacase, utilizando o fungo P.

sanguineos, que revelou-se grande produtor desta enzima em 11 dias de fermentacao soélida.

Estes resultados de enzimas ligninoliticas provindos da utilizacdo do bagaco de cana como fonte de
carbono para os fungos basidiomicetos testados foram muito promissores, visto que na literatura, existem
muitos relatos da dificuldade de obtencgdo destas enzimas pelo bagago de cana, devido a complexidade de
sua estrutura. Rajarathnam e Bano (1987) observaram em seus trabalhos, que diversas espécies de
Pleurotus ndo se desenvolviam bem sobre o bagago de cana, e justificaram este fato a incapacidade
metabdlica do fungo para utilizar o aglUcar sacarose. Uma alternativa apontada foi a de suplementar o
bagaco de cana com outros residuos agricolas, abundantemente produzidos, como o farelo de arroz e farelo
de trigo, ricos em proteinas, lipidios, vitaminas e sais minerais, além da fragao lignoceluldsica, de forma a

favorecer o desenvolvimento micelial fingico (Luh, 1991).

U/L

11 /'/—.\I

5 10 15 20 25 30

Dias

—o— P. sp BCCB 068 —&— P. tailandia P. sajor-caju

Figura 1: Atividade de lacase produzida pelas linhagens fingicas apds incubacdo com bagaco de cana durante 30 dias.
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Figura 2: Atividade de manganés peroxidase produzida pelas linhagens flingicas apds incubacdo com bagaco de cana
durante 30 dias.

Em relacdo as enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, os resultados ndo demonstraram grandes
valores. Os resultados com a enzima avicelase (Figura 3) mostrou pouca atividade desta enzima por todas
as linhagens em relagao ao substrato testado. Sendo que a maior atividade alcangada foi com a linhagem
Pleurotus sajor-caju com 0,08 U/mL (20° e 25° dias de incubagdo). De acordo com os resultados
apresentados para a atividade de carboximetilcelulase (Figura 4), todas as amostras apresentaram baixas
atividades desta enzima, sendo que a maior foi produzida pela linhagem Pleurotus tailandia com 0,06 U/mL
no 10° dia de incubagdo. As enzimas carboximetilcelulase (endoglucanase) e avicelase (exoglucanase)
formam um sistema enzimatico hidrolitico importante para a degradacdo da celulose (Bayer e Lamed, 1992).
A celulose de plantas é composta por estruturas cristalinas e amorfas, sendo que a primeira é mais
resistente a degradagdo microbiana (Karunanandaa et al.,, 1995). Estudos realizados por Silva (2001),
demostraram que o substrato lignocelulésico bagago de cana ndo foi uma boa fonte de carbono para a
producdo de enzimas celuloliticas pelas linhagens do género Pleurotus. Reddy et al. (2003), estudaram a
atividade enzimatica celulolitica de fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju, utilizando substrato de
residuos lignoceluldsicos de banana em fermentacdo semi-sdlida, obtendo também baixa atividade

celulolitica, o que foi comprovado através dos resultados obtidos neste experimento.

Para a atividade de xilanase (Figura 5), as linhagem Pleurotus tailandia e Pleurotus sajor-caju
apresentaram as maiores atividades com 0,11 U/mL (nos dias 10 e 20, respectivamente), sendo que os

resultados nao foram significativos. Estes resultados ficaram bem abaixo aos obtidos por Qinnghe et al.
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(2004), que obteve 24,98 U/mL de atividade de xilanase, utilizando como substrato sabugo de milho e aveia
utilizando fungo Pleurotus ostreatus- CY012 em fermentagdo liquida, sob condigGes otimizadas, e abaixo dos
valores obtidos por Ximenes et al. (1997), com 1,2 U/mL, utilizando o microrganismo Fumigatus frasenius

utilizando farelo de trigo.

0,14
0,12

0,1 -
0,08 -
0,06 -

0,04 ‘k//'

0,02

U/mL

Dias
—— P. sp BCCB 068 P. tailandia —— P. sajor-caju
Figura 3: Atividade de avicelase produzida pelas linhagens fungicas apds incubagcdo com bagaco de cana durante 30 dias.
0,14 -

0,12

0,1

0,08

U/mL

0,06 -

0,04 | s —

0,02

Dias

—— P. sp BCCB 068 P. tailandia —— P. sajor-caju

Figura 4: Atividade de Carboximetilcelulase produzida pelas linhagens fungicas apds incubagdo com bagacgo de cana
durante 30 dias.
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Figura 5: Atividade de xilanase produzida pelas linhagens fingicas apds incubacdo com bagago de cana durante 30 dias.

4. Conclusoes

Os resultados demonstraram que todos os fungos utilizados produziram enzimas lignoceluloliticas
lacase e manganés peroxidase, com resultados semelhantes aos encontrados na literatura cientifica, com
destaque para a linhagem P. sp BCCB068 com atividades de 6,23 U/L de lacase no 15° dia de incubacdo e
31,56 U/L de manganés peroxidase (5° dia). As linhagens P. tailandia e P. sajor-caju apresentaram também
grandes atividades para a enzima manganés peroxidase com 22,86 U/L (10° dia) e 23,58 U/L (15° dia),
respectivamente. Estes resultados ja eram esperados, devido a grande quantidade de lignina contida neste

tipo de residuos.

De acordo com os estudos realizados, conclui-se que o bagago de cana é uma fonte potencial para a
producdo de enzimas lignoceluloliticas para utilizacdo em processos industriais e biotecnoldgicos, além
possibilitar uma importante alternativa para a reciclagem de residuos lignocelulésicos provenientes das
atividades agricolas, contribuindo assim para resolver os problemas ambientais decorrentes do acumulo

destes residuos na natureza.
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