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RESUMO - Residuos agroindustriais sdo materiais considerados vidveis para a
bioconversdo, sdo normalmente produzidos em grandes quantidades e descartados,
potencializando os danos ambientais ao planeta. Nesse sentido, esse trabalho teve por
objetivo produzir as enzimas lacase e endoglicanase por meio da fermentacdo em
estado solido (FES) sob acéo do fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781 inoculado em
substratos a base de palha de milho verde suplementado com cana-de-agUcar e bagaco
de coco verde suplementado com farinha de soja, nas propor¢des adequadas para se
obter C/N 90, mediadores (6leo vegetal, Tween 80 e RBBR 2%) e 70% de umidade a
28°C, por 60 dias. Atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo do ABTS;
atividade de endoglicanase (CMCase) determinada por meio da dosagem dos agucares
redutores produzidos na degradacdo enzimética da carboximetilcelulose (CMC). O
pico de atividade para lacase ocorreu no 30° dia de fermentacdo (113,0 U/L), tendo
coco como fonte de carbono e soja como fonte de nitrogénio. A maximizacdo da
producdo de endoglicanase (0,29 U/g) ocorreu para o substrato a base de palha de
milho e cana-de-agucar, em 45 dias. Os resultados permitiram evidenciar que a
bioconversdo desses residuos é uma forma viavel de obtengdo das enzimas lacase e
endoglicanase.

1. INTRODUCAO

Em um momento no qual grandes mudancas na nossa maneira de pensar e viver séo
urgentemente necessarias, a Carta da Terra (documento que redne os principios fundamentais para
a construcdo de uma sociedade global no século XXI) nos fornece uma nova base de pensamento e
nos inspira a ter a visdo ética que a protecdo ambiental, os direitos humanos, o desenvolvimento
humano equitativo e a paz séo interdependentes e inseparaveis. O meio ambiente global com seus
recursos finitos é uma preocupacdo comum de todas as pessoas. A protecdo da vitalidade,
diversidade e beleza da Terra € um dever sagrado (Carta da Terra, 2000).
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No Brasil, as atividades agroindustriais e a industria de alimentos produzem grande
quantidade de subprodutos, tais como bagacos, farelos, palhas, cascas e sementes. Aplica-los em
bioprocessos é viavel, tendo em vista o seu baixo valor agregado, a grande disponibilidade e a
elevada concentracdo de nutrientes, que tem potencial de uso para conversdo por microrganismos
na obtencdo de produtos de alto valor agregado, como enzimas. Basicamente, esses subprodutos
sdo constituidos de compostos lignoceluldsicos, 0s quais S80 0S recursos renovaveis mais
abundantes na natureza, sendo esses, constituidos majoritariamente de celulose, hemicelulose e
lignina (Castro; Pereira, 2010; Galembeck et al., 2009). Dentre os bioprocessos, a fermentagéo no
estado solido (FES) se destaca (Galembeck et al., 2009; Rossi et al., 2009), podendo ser definida
como a deposicao de microrganismos sobre particulas sélidas com a quantidade de dgua suficiente
para o crescimento celular.

Os fungos basidiomicetos sdo muito utilizados na biodegradacdo de residuos industriais
devido a sua habilidade em produzir enzimas, tais como as fenoloxidases que sao capazes de
degradar e mineralizar compostos lignoceluloliticos, fendlicos e xenobiéticos (Paz et al., 2010).
Foi utilizado o basidiomiceto Psilocybe castanella CCIBt 2781 pertencente a colecdo de culturas
fangicas da Colecdo de Cultura do Instituto de Botanica (CCIBt) de S&o Paulo.

A lacase é uma glicoproteina polifenoloxidase que contém cobre no seu sitio ativo e catalisa
a reducdo de O, para &gua, com simultanea oxidacdo de substratos fenolicos. A catélise de
substratos fenolicos e compostos modelos de lignina por lacase ocorrem via transferéncia de um
elétron, conduzindo a geracdo de radicais fenoxila, que podem ser convertidos a quinonas
(Leonowicz et al., 2001). A importancia tecnoldgica das lacases é resultante da capacidade de
catalisar a transformacdo de um grande nimero de compostos aromaticos fendlicos e ndo fenolicos
(Duréan et al., 2002). Entre as aplicacdes das lacases incluem-se: a deslignificacdo, a
biorremediagdo, o clareamento de vinho (Mayer & Staples, 2002) e sucos, melhoramento da
panificacdo e a descoloracdo de corantes téxteis (Wesenberg et al., 2003), o tratamento de residuos
liquidos (Durdn & Esposito, 2000). Nos ultimos anos, tem sido evidenciado o potencial das
lacases para o desenvolvimento de biosensores e de catodos de hidrogénio em células de
combustivel (Shleev et al., 2005, Couto & Herrera, 2006).

Sendo os fungos, os principais microrganismos utilizados pela industria na producéo de
enzimas, a degradacdo de materiais lignocelulosicos pode ser feita através do uso de
microrganismos que produzem enzimas especificas que hidrolisam a celulose, resultando, no fim
do bioprocesso, na molécula de glicose (Santos; Gouveia, 2009). A biodegradacéo da celulose é
estimulada pelas enzimas celuloliticas, naturalmente, e as celulases livres sdo produzidas por
fungos e bactérias aerdbicos (Sales et al., 2010; Basso et al., 2010). As enzimas celuloliticas se
destacam no beneficiamento de produtos de industrias téxteis, de papel, farmacéutica e
alimenticia, dentre outras (Abdeshahian et al., 2011; Malik et al., 2010; Oberoi et al., 2010).

Este trabalho objetivou verificar a producdo das enzimas lacase e endoglicanase (CMCase),
por meio da FES dos residuos lignocelulésicos a base de palha de milho verde suplementado com
bagaco de cana-de-agucar e bagago da casca de coco verde suplementado com farinha de soja, sob
acao do fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781.

2. MATERIAIS E METODOS

O basidiomiceto Psilocybe castanella CCIBt 2781, foi mantido a 4°C em meio &gar extrato
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de malte (MEA) 2%. Apds crescimento, as linhagens foram cultivadas em placas de Petri
contendo MEA 2%, incubadas a 25°C até que o micélio colonizasse 3/4 da superficie da placa. Foi
utilizado como indculo 1/6 do micélio fungico cultivado da placa, para cada frasco contendo
substrato sélido.

As fermentacdes foram realizadas em duplicata, em frascos de vidro de 200 mL contendo 20
g de substrato, previamente umidificado e autoclavado a 121°C por 1 h. Como substratos utilizou-
se palha de milho verde suplementado com cana-de-agUcar e bagaco de coco verde suplementado
com farinha de soja, na C/N 90. A umidade inicial do meio foi ajustada para 70%, base Uumida,
pela adi¢do de um volume definido de agua destilada, determinado através do balango de massa.
De acordo o planejamento experimental, a cada frasco foram adicionadas diferentes quantidades
de mediadores (emulsdo de 6leo vegetal (1mL), Tween 80 (0,1 mL) e Azul Brilhante de Remazol
R (RBBR) 2% (1 mL)) e 1/6 de indculo fangico.

Os experimentos foram conduzidos a temperatura (28°C) e umidade controladas (70%), em
camara incubadora (modelo MA1415/780 Marconi) e em diferentes tempos de fermentagdes (15,
30, 45, e 60 dias). Finalizado o tempo de fermentacdo, a cada frasco foram adicionados 60 mL de
solucdo tampdo de acetato de sodio com pH 4,8 a 50 mM. Essa suspensdo foi agitada
manualmente durante 5 minutos, seguida de agitacdo a 120 rpm por 1 h em incubadora com
agitacdo orbital (modelo MA420 Marconi). A suspensdo contendo o extrato enzimatico bruto foi
extraida por meio da filtracdo em papel de filtro qualitativo.

A atividade da lacase foi determinada pela oxidagdo do acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). A mistura foi utilizada usando 0,75 mL de tampéo citrato-
fosfato a 50 mM (pH 4,0), 0,15 mL de agua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore, 0,3 mL de
uma solucdo de ABTS a 5 mM e 1,8 mL do extrato enzimatico. Com a adi¢do do ABTS a reagédo
foi iniciada e sua oxidagdo, acompanhada pelo aumento da absorbancia a 420 nm no
espectrofotdbmetro Bel Photonics 2000 UV. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABTS por minuto, sendo a atividade
enzimatica aqui expressa em U/L.

A atividade cinética da enzima endoglicanase, também chamada de carboximetilcelulase
(CMCase), foi determinada por meio da dosagem dos acgucares redutores produzidos na
degradacdo enzimatica da carboximetilcelulose (CMC) a 1% m/v diluido em solucdo tampéo de
acetato de sodio com o pH 5,0 a 50 mM e sua quantificacdo ocorreu por meio do método do acido
dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Em trés tubos de ensaio foram adicionados: 1,0 mL de
solucdo tampdo de acetato de sddio, 1,0 mL de extrato enzimatico bruto e 1,0 mL de CMC (1%
m/v); controle da reagdo — 1,0 mL do mesmo tampéo e 1,0 mL de extrato enzimatico; branco da
reacdo — 1,0 mL de agua destilada e 1,0 mL de DNS. A reacgdo foi interrompida com a adigéo de
1,0 mL DNS. Os tubos foram submergidos em banho-maria (Solab) por 60 minutos, apds esse
tempo foram adicionados 1,0 mL de &gua destilada e, posteriormente, foi efetuada a medicéo de
absorbancia a 540 nm. Essa quantificacao foi repetida trés vezes para cada unidade de tratamento.
A unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar
1 umol de agucares redutores por minuto a 50°C, sendo a atividade enzimatica expressa em U/g.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Tabelas 1 e 2 sdo apresentados os resultados obtidos para o crescimento microbiano,
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determinado por observacao visual, de acordo com o padrdo adaptado da ASTM G21-90 (1990).
Os resultados estdo organizados em fungdo de cada tratamento e do tempo de fermentacdo, na
temperatura de 28°C. Como pode ser observado, o fungo apresentou crescimento micelial
significativo ja nos primeiros 15 dias de incubagdo, para os dois substratos utilizados. Silva
(2009), estudando a biodegradacdo de polietileno tereftalato (PET) sob acdo da linhagem de
espécies de Pleurotus spp. nas misturas de farelo de arroz e farelo de trigo, encontrou crescimento
micelial significativo ap6s 14 dias de incubacéo.

Na Tabela 1, observa-se a variagcdo do crescimento microbiano para o substrato a base de
palha de milho e cana-de-acucar. Verificou-se que nos primeiros 15 dias houve crescimento,
havendo um acréscimo no desenvolvimento micelial nos frascos contendo os mediadores RBBR,
Tween 80 e RBBR. Aos 30 dias a maior colonizacdo da superficie foi observada sob acdo do
Tween 80 e RBBR, e aos 45 dias em todos os frascos contendo RBBR, demostrando uma
expressiva descoloracdo do RBBR, mantendo-se até os 60 dias. Nesse sentido, pode-se dizer que
houve influéncia da presencga do corante sobre o aumento de biomassa de P. castanella.

Tabela 1 — Efeito dos mediadores sobre o crescimento microbiano durante a fermentacdo do
residuo de palha de milho e cana-de-agUcar a temperatura de 28°C

MEDIADORES 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Controle ++ ++ ++ +
Oleo + ++ ++ +
Tween 80 + ++ ++ ++
Oleo e Tween 80 ++ ++ + ++
RBBR +++ ++ +++ ++
Oleo e RBBR + + . e
Tween 80 e RBBR +++ +++ +++ +++
Oleo, Tween 80 e RBBR - ++ +++ +++

Legenda: (-) auséncia de crescimento; (+) pouco crescimento com turvagdo de pequenos fragmentos de micélio langados no meio;
(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie do meio; (+++) 6timo crescimento de massa micelial da
metade a todo frasco.

Na Tabela 2, observa-se a variacdo do crescimento para o substrato a base de bagaco de
coco verde e farinha de soja. Observou-se nos primeiros 15 dias crescimento micelial, até que em
30 dias ocorreu sua colonizagdo maxima, com posterior redugdo desse crescimento, notavelmente
nos frascos contendo RBBR. Néo foi detectada influéncia da presenca do corante sobre o aumento
de biomassa de P. castanella.

Tabela 2 - Efeito dos mediadores sobre o crescimento microbiano durante a fermentacéo do
residuo de bagaco de coco verde e farinha de soja a temperatura de 28°C

MEDIADORES 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

Controle ++ +++ -+ T

Oleo ++ oot ++ Tt

Tween 80 ++ +++ ++ 4
Oleo e Tween 80 ++ S ++ M
RBBR ++ +++ + +
Oleo e RBBR ++ S + .

Tween 80 e RBBR ++ +++ + ot
Oleo, Tween 80 e RBBR ++ e+ + o

Legenda: (-) auséncia de crescimento; (+) pouco crescimento com turvagdo de pequenos fragmentos de micélio lancados no meio;
(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie do meio; (+++) 6timo crescimento de massa micelial da
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metade a todo frasco.

Nas Figuras 1 e 2 sdo apresentados os resultados obtidos para as atividades de lacase,
determinada usando ABTS. Observa-se que a varia¢ao da atividade enzimética ocorreu em funcéo
do tempo de fermentacéo (15, 30, 45 e 60 dias), a temperatura (28°C) e umidade (70%) constantes.
A maior atividade enzimatica de lacase com 113,0 U/L foi observada no 30° dia, para o substrato a
base de bagaco de coco verde suplementado com farinha de soja, sob acdo de todos os
mediadores, como pode ser observado na Figura 1. A maxima producdo de atividade de lacase
neste periodo, pode ser explicada pelo aumento de biomassa de P. castanella.

—+—Olco
—m—Tween
- Oleo e Tween
——RBBR
~=Oleo e RBBR
Tween e RBBR

Lacase (U/L)

Todos os Mediadores

Sem mediador

dias

Figura 1 - Perfil cinético de producdo de lacase em bagaco de coco verde e farinha de soja,
na umidade inicial 70% a 28°C.

Na Figura 2, para o substrato a base de milho e cana-de-acucar, a maxima atividade de
lacase (98,25 U/L) foi verificada aos 60 dias, sob acdo de todos os mediadores, destacando-se a
atividade de 65,24 U/L no 15° dia, sob acdo do Oleo vegetal e Tween 80, e do RBBR. Nesta
condicdo de cultivo, a adicdo de 6leo vegetal e Tween 80, bem como RBBR, induziu a atividade
de lacase, concordando com Yamanaka e Machado (2007). Trabalhando com meio de cultivo
sintético, observaram que ao passo que na auséncia do corante o fungo P. castanella foi capaz de
produzir 25 UL™ em 15 dias de cultivo, na presenca do RBBR houve producio de cerca de 100
UL desta atividade enzimatica aos 12 dias de cultivo.
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Figura 2 - Perfil cinético de producdo de lacase em farelo de palha de milho verde e bagaco
de cana-de-agucar, na umidade inicial 70% a 28°C.
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Na Figura 3, observa-se a variacao da atividade de endoglicanase (CMCase) em funcdo do
tempo de fermentacdo. Observou-se que a maior atividade enzimética (0,29 U/g) ocorreu para o
substrato a base de palha de milho verde e cana-de-agucar, em 45 dias, sob a acdo do RBBR,
constatando-se que houve influéncia da presenca do RBBR sobre a atividade de CMCase
produzida por P. castanella. A méaxima producéo de atividade de CMCase pode ser explicada pelo
0 aumento de biomassa de P. castanella, como pode ser observado na Tabela 1.

Rodriguez-Zufiga et al. (2011), trabalhando com residuo de cana-de-agucar, obtiveram
atividade de 0,3 U/g, utilizando Aspergillus Niger. Lins (2012), em estudo de producdo de
celulases com bagaco de pedunculo do caju utilizando Trichoderma reesei LCB 48 e umidade
inicial de 65%, obteve atividade de 0,37 U/g, valor de atividade inferior ao citado por Amorim
(2010), que obteve em seus ensaios com bagaco de caju e 65% de umidade inicial, utilizando
Trichoderma sp., atividade enzimatica com 0,733 U/g.
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Figura 3 - Perfil cinético de producdo de CMCase em palha de milho verde e bagaco de
cana-de-acUcar, na umidade inicial 70% a 28°C.

4. CONCLUSAO

Em funcdo dos dados obtidos, pode-se concluir que a bioconversdo dos residuos palha de
milho verde suplementado com cana-de-aglcar e bagaco de coco verde, suplementado com farinha
de soja sob fermentacdo em estado sélido com o auxilio do microrganismo Psilocybe castanella
CCIBt 2781 e uma alternativa de obtencéo da enzima lacase, apresentando-se o residuo a base de
milho e cana como uma matéria-prima viavel para a producdo de endoglicanase (CMCase). Os
dados deste estudo permitiram tambeém evidenciar a capacidade de P. castanella de degradar o
corante Azul Brilhante Remazol R em meio de cultura definido, durante o intervalo de tempo de
45 dias, havendo total descoloracdo do corante apos esse periodo. Houve influéncia da presenca
do RBBR sobre as atividades de lacase e endoglicanase, produzidas por P. castanella CCIBt 2781
nas condicdes avaliadas.
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