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RESUMO

ABREU, P. M. S. Producao de enzimas lignoceluloliticas por fermentacdo em estado
sélido de residuos agroindustriais sob acdo do fungo Psilocybe castanella CCIBt
2781. Dissertacdo de Mestrado, UFCG, Programa de PoOs Graduacdo em
Engenharia Quimica. Area de concentracdo: Recursos Regionais e Meio Ambiente,

Campina Grande - PB, Brasil.

Este trabalho teve por objetivo produzir as enzimas lacase e endoglicanase
(CMCase) por meio da fermentagdo em estado solido (FES) utilizando residuos
agroindustriais sob acdo do fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781. O fungo foi
previamente crescido em MEA 2% e inoculado em substratos a base de palha de
milho verde suplementado com cana-de-aciucar e bagaco de coco verde
suplementado com farinha de soja nas proporc¢des adequadas para se obter C/N 90,
mediadores 6leo vegetal (1 mL), Tween 80 (0,1 mL), RBBR 2% (1 mL) e 70% de
umidade a 28°C, por 60 dias. A extracdo enzimatica foi feita em tampéo acetato de
sédio, pH 4,8. A atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo do ABTS, e a
atividade de endoglicanase determinada por meio da dosagem dos acucares
redutores produzidos na degradacdo enzimatica da carboximetilcelulose (CMC).
Obteve-se a producéo de lacase pelo fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781 sob as
diferentes condicbes de cultivo. Uma maior produtividade foi alcancada quando o
meio foi suplementado com soja. O pico de atividade de lacase ocorreu em torno do
30° dia de fermentacdo (113,12 U/L), contendo coco como fonte de carbono,
suplementado com soja como fonte de nitrogénio, sob acédo de todos os mediadores.
Para o substrato a base de milho e cana, os maiores valores de atividade, foi de
98,25 U/L em 60 dias, para 0 mesmo tratamento. A maximizagdo da producéo de
endoglicanase (0,29 U/g) ocorreu apenas para o substrato a base de milho e cana,
em 45 dias, sob a influéncia do corante téxtil RBBR. Esses resultados mostram que
a bioconversdo desses residuos sob fermentacdo em estado sélido (FES) é uma
forma vidvel de obtencdo das enzimas lignoceluloliticas e possuem aplicabilidade na
area biotecnoldgica. Os dados obtidos neste estudo permitiram também evidenciar a

capacidade de P. castanella CCIBt 2781de degradar o corante Azul Brilhante



Remazol R em meio de cultura utilizado, durante o intervalo de tempo de 45 dias,

havendo total descoloracéo do corante apds esse periodo.

Palavras-chave: Residuos. Lacase. Endoglicanase. Psilocybe castanella CCIBt

2781.



ABSTRACT

ABREU, P. M. S. Production of enzymes lignocellulolytic by solid state fermentation
of agro-industrial waste under the action of the fungus Psilocybe castanella CCIBt
2781. Dissertation, UFCG, Graduate Program in Chemical Engineering. Area of

concentration: Area Resource and Environment, Campina Grande - PB, Brazil.

This study aimed to produce the enzymes laccase and endoglucanase (CMCase) by
solid state fermentation (SSF) using agro-industrial residues by the action of the
fungus Psilocybe castanella CCIBt 2781. Fungus was previously grown on 2% MEA
substrates and inoculated into the background of green maize straw supplemented
with sugar cane bagasse and coconut supplemented with soybean meal in the
proper proportions to obtain C/N 90, mediators vegetable oil (1 ml), Tween 80 (0,1
mL), RBBR 2% (1 mL) and 70% humidity at 28°C for 60 days. The enzyme extraction
was performed in sodium acetate buffer, pH 4,8. The laccase activity was determined
by oxidation of ABTS, and the activity of endoglucanase determined by dosage of the
reducing sugars produced in the enzymatic degradation of carboxymethylcellulose
(CMC). Obtained the production of laccase by the fungus Psilocybe castanella CCIBt
2781 under different culture conditions. A higher yield was achieved when the
medium was supplemented with soy. The peak activity of laccase occurred around
the 30th day of fermentation (113,12 U/L), containing coconut oil as carbon source,
supplemented with soy as nitrogen source, under the action of all mediators. For the
substrate from corn and sugarcane, the highest values of activity was 98,25 U/L in 60
days for the same treatment. Maximising production of endoglucanase (0,29 U/Q)
was observed only for the substrate from corn and sugar cane, in 45 days, under the
influence of textile dye RBBR. These results show that the bioconversion of these
wastes in solid state fermentation (SSF) is a feasible way of obtaining lignocellulolytic
enzymes form and have applicability in biotechnology field. The results of this study
also allowed to show the ability of P. castanella CCIBt 2781de degrade Remazol
Brilliant Blue R dye in used culture medium during the time interval of 45 days,

resulting in complete decolorization after this period.

Keywords: Waste. Laccase. Endoglycanase. Psilocybe castanella CCIBt 2781
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1. INTRODUCAO

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 € viavel, tendo em vista o seu baixo valor
agregado, a grande disponibilidade e a elevada concentracéo de nutrientes, que tem
potencial de uso para conversdo por microrganismos na obtencdo de produtos de
alto valor agregado, como enzimas. Basicamente, esses subprodutos séao
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).

Os fungos basidiomicetos sdo muito utilizados na biodegradacéo de residuos
industriais devido a sua habilidade em produzir enzimas, tais como as fenoloxidases
que sdo capazes de degradar e mineralizar compostos lignoceluloliticos, fenélicos e
xenobidticos (PAZ et al., 2010). Foi utilizado o basidiomiceto Psilocybe castanella
CCIBt 2781, pertencente a Colecdo de Cultura do Instituto de Botéanica (CCIBt) de

Séo Paulo, com capacidade comprovada de produzir a enzima ligninolitica lacase.

A lacase € uma glicoproteina polifenoloxidase que contém cobre no seu sitio
ativo e catalisa a reducédo de O, para agua, com simultanea oxidacéo de substratos
fendlicos. A catalise de substratos fendlicos 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 € resultante da capacidade de catalisar a
transformacdo de um grande numero de compostos aromaticos fenolicos e nao
fendlicos (DURAN et al., 2002). Entre as aplicacdes das lacases incluem-se: a
deslignificacédo, a biorremediacdo, o clareamento de vinho e sucos, melhoramento
da panificacdo e a descoloracdo de corantes téxteis (WESENBERG et al., 2003),
tratamento de residuos liquidos (DURAN e ESPOSITO, 2000). Nos ultimos anos,
tem sido evidenciado o potencial das lacases para o desenvolvimento de
biosensores e de cétodos de hidrogénio em células de combustivel (SHLEEV et al.,
2005; COUTO e HERRERA, 2006).
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Sendo os fungos, os principais microrganismos utilizados pela industria na
producdo de enzimas, a degradacdo de materiais lignocelulésicos 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. A
biodegradacéo da celulose é estimulada pelas enzimas celuloliticas, naturalmente, e
as celulases livres sdo produzidas por fungos e bactérias aerobicos (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).

1.1 Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Produzir as enzimas lacase e endoglicanase (CMCase) por meio da
fermentacao em estado sélido (FES) utilizando os residuos lignocelulésicos palha de
milho verde suplementado com bagaco de cana-de-aclUcar e bagaco de casca de
coco verde suplementado com farinha de soja, sob acdo do fungo Psilocybe
castanella CCIBt 2781.

1.1.2. Objetivos especificos

e Caracterizar os residuos quanto a umidade, cinzas, lignina, celulose,
holocelulose, hemicelulose, extrativos, carbono e nitrogénio;

e Observar o crescimento do fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781 nos
substratos (palha de milho verde suplementado com bagaco de cana-de-
acucar e bagaco de casca de coco verde suplementado com farinha de
soja);

e Avaliar a influéncia dos mediadores 6leo de soja, Tween 80 e Azul
Brilhante de Remazol R (RBBR) na producdo de atividades
lignoceluloliticas (lacase e endoglicanase) durante crescimento de P.

castanella nos diferentes substratos;
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e Determinar o potencial da linhagem fungica em produzir as enzimas
lignoceluloliticas lacase e endoglicanase (CMCase);
e Avaliar a correlacdo da atividade lignocelulolitica e o crescimento da

biomassa micelial.

1.2 Producdo Bibliogréfica

Esta Dissertacdo de Mestrado deu origem, até o momento, ao seguinte

trabalho:

Trabalho completo a ser publicado em anais de congresso

ABREU, P. M. S., CUNHA, L. R. de F.; OLIVEIRA, L. de S. C.; COELHO, G. D,;
OLIVEIRA, B. F. de; OLIVEIRA, R. C. Producdo de enzimas lignoceluloliticas por
fermentacdo em estado solido de residuos agroindustriais sob acdo de fungo
basidiomiceto. In: XX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, 2014,
Floriandpolis, Santa Catarina. Anais do XX COBEQ, 2014.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biomassa lignocelulésica

Os compostos lignocelulésicos sdo o0s principais componentes para 0S
bioprocessos, uma vez que a fermentacdo no estado solido (FES) se destaca, sendo
utilizada na obtencdo de diversos produtos com grande importancia comercial
(GALEMBECK et al., 2009; ROSSI et al., 2009).

A lignocelulose é o principal componente estrutural das plantas e representa a
principal fonte de matéria organica renovavel na terra. Ela pode ser encontrada na
parede celular, e € composto por celulose, hemicelulose e lignina, além de acidos
organicos, sais e minerais (PANDEY et al., 2000).

E importante enfatizar que materiais lignoceluldsicos também incluem os
residuos agricolas (palhas, caules, espigas, bagacos, cascas), residuos industriais,
residuos solidos urbanos e residuos domésticos (lixo e esgoto) (MTUI, 2009).
Estimativas apontam que anualmente sdo produzidos em todo o mundo cerca de 20
a 50 bilhdes de toneladas de material lignocelulésico, dos quais apenas quatro
bilnbes de toneladas sao efetivamente utilizados para fins agroindustriais.
Entretanto, recomenda-se que estes materiais tenham um aproveitamento mais
racional (BON et al., 2008).

Os residuos lignocelulésicos, majoritariamente, sdo constituidos de celulose,
hemicelulose e lignina, apresentando baixo teor de nitrogénio. A proporcao
percentual desses componentes depende do tipo de material, idade e estagio
vegetativo. Em média, a lignocelulose consiste de 45% de celulose, 30% de
hemicelulose e 25% de lignina (GLAZER e NIKAIDO, 2007).

Dados mostram que o crescimento acentuado do consumo mundial de
energia proveniente de recursos fosseis agravou o0 problema da poluicdo
atmosférica, tornando-se cada vez mais evidentes as mudancas climéticas
provocadas pelo efeito estufa, um fenbmeno causado pela crescente poluicdo da
atmosfera com gases que contém dioxido de carbono (CO;), metano (CH,) e outras
substancias. Nesse sentido, além do alto custo do petréleo e o0 esgotamento
eminente desses recursos em algumas décadas, a obtencdo de combustiveis a
partir de fontes renovaveis, como a biomassa lignocelulésica, tem despertado
grande interesse nos ultimos anos (HAMELINCK et al., 2005 ; PRASAD et al., 2007).


http://www.intechopen.com/books/integrated-waste-management-volume-ii/agroindustrial-wastes-as-substrates-for-microbial-enzymes-production-and-source-of-sugar-for-bioetha#B65
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A Figura 1 apresenta um modelo da estrutura molecular dos principais

constituintes do material lignoceluldsico.

Figura 1 - Modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material

lignocelulésico (parede celular vegetal secundaria).

L L] LWLOSE  AEWICELLALIGE
YRS RO L1 Ll BEE LIS FEUWCELLY TRRE Lk

Fonte: BIDLACK et al., 1992.

Como pode ser observado na figura, os componentes sao arranjados de
modo que as cadeias de celulose e hemicelulose sejam fixadas pela lignina. As
cadeias de celulose se mantém compactadas através de ligacdes de hidrogénio que
promovem a rigidez da planta, enquanto que a lignina circundante “gruda” os
componentes e age como uma barreira fisica pra o ataque de microrganismos e
agua. Por sua vez, a hemicelulose proporciona a ligacdo entre a celulose e a lignina

formando assim a rede fibrosa.
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2.1.1. Celulose

A celulose é um polimero natural, sendo o principal constituinte dos materiais
lignocelulésicos. E um homopolissacarideo linear formado por unidades do
monossacarideo B-D-glicose ligadas por enlaces glicosidicos B(1,4), de férmula geral
(CsH1005)n. Pontes de hidrogénio intra e intermoleculares sdo formadas entre longas
cadeias de celulose originando microfibrilas cristalinas insolaveis em agua (FENGEL
e WEGENER, 1989). A unidade estrutural do polimero de celulose é chamada de
celobiose, consistindo em duas moléculas de anidroglicose (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular.
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Fonte: FENGER e WEGENER, 19809.

Apesar de ser quimicamente simples, existe uma complexa gama de formas
fisicas da celulose devido principalmente a diversidade de origem e aos
processamentos tecnologicos subsequentes a que a biomassa celulésica € sujeita. A
descricdo destes substratos inclui propriedades como o tamanho, a forma, a
porosidade, o grau de polimerizacdo, a area superficial, a associacdo com
compostos nao celuldsicos, a conformacdo molecular e cristalinidade, sendo todos
eles relevantes para o processo de hidrolise (BEGUIN e AUBERT, 1994).

2.1.2. Hemicelulose

As polioses ou hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da
parede celular das plantas, concentrando-se principalmente nas camadas primaria e

secundéria, onde estdo intimamente associadas a celulose e lignina. Cerca de 30%
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dos polissacarideos que constituem a parede celular dos vegetais referem-se a
hemicelulose, sendo portanto, um carboidrato abundante na natureza (DA SILVA et
al., 1997; HON e SHIRAISHI, 1991). As unidades de acucares que formam as
hemiceluloses podem ser subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses,

acidos hexurénicos e desoxi-hexoses (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses.
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Fonte: FENGEL e WEGENER, 1989.

De maneira geral, as hemiceluloses diferem da celulose principalmente por
sua constituicdo em diferentes unidades de acucares, formando cadeias moleculares
curtas e bastante ramificadas. Embora sejam ambas constituidas por agucares,
existem importantes diferencas de comportamento reacional entre as hemiceluloses
e a celulose, devido, principalmente, a estrutura fisica. As hemiceluloses sao
totalmente amorfas e, portanto, menos resistentes ao ataque de agentes quimicos.
Embora ndo haja evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses estejam ligadas
quimicamente, as ligacdes de hidrogénio e a interpenetragdo fisica existente entre
elas tornam a sua separacdo quantitativa impossivel. A presenca de hemicelulose
junto a celulose resulta em importantes propriedades para as fibras, contribuindo
para o intumescimento, a mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das fibras
(BIANCHI, 1995).
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2.1.3. Lignina

Depois da celulose, a lignina € o segundo polimero mais abundante na
parede celular das plantas, fornecendo rigidez.

A parede celular lignificada pode ser vista como um complexo, com
microfibrilas de celulose e hemicelulose, e a lignina como uma “matriz plastica”
conferindo resisténcia ao material lignocelulésico.

A lignificacdo da parede celular € um processo controlado individualmente
para cada célula, sendo a lignina o ultimo polimero a ser depositado na parede
celular, surgindo inicialmente nos cantos das células apds a deposicédo da celulose
na parede secundaria, que ocorre depois do término do processo de alongamento
das células e quando comeca o espessamento da parede secundaria. A deposicao
da lignina prossegue pela lamela média, pela parede priméria e continua na parede
secundaria, até a formacdo da parede terciaria (FENGEL e WEGENER, 1989). A
interacdo entre a lignina, celulose e hemicelulose determinam a ultraestrutura da
parede celular dos materiais lignocelulésicos.

Do ponto de vista quimico, a lignina € um composto heterogéneo, de alto
peso molecular, de estrutura irregular, altamente insollvel e recalcitrante (Figura 4).
Este biopolimero é formado pela polimerizagdo oxidativa de trés precursores
fenilpropanéides monoméricos: alcool sinapilico (propanol siringil), alcool coniferilico
(propanol guaiacil) e alcool cumarilico (propanol phidroxifenil) (Figura 5), unidos
entre si, e com os polissacarideos da parede celular, por ligacdes éter e carbono-
carbono. A proporcdo destes mondémeros pode variar entre espécies de plantas,
sendo as ligagcdes B-O-4 as mais frequentes (JEFFRIES, 1994; HOFRICHTER,
2002; ONNERUD et al., 2002).
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Figura 4 — Estrutura da lignina.

Fonte: Ruiz-Duefias e Martinez, 2009.

Figura 5 — Precursores da lignina. Classica: p-cumaril (1), coniferilico (2), sinapilico

(3). Acilado: derivados de alcool sinapil y-esterificados com &acido acético (4) e p-cumarico

(5).
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Fonte: Ruiz-Duefias e Martinez, 2009.
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Apesar de varios dos seus aspectos necessitarem ser investigados, a
degradacdo da lignina pode ser entendida como um processo multienzimatico
resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares, do
grupo das oxidoredutases (representadas por peroxidases, lacases e outras
oxidases produtoras de peroxido de hidrogénio) e de metabdlitos intermediérios de
baixa massa molecular (LEONOWICZ et al.,, 1999; SHAH; NERUD, 2002,
CANTARELLA et al., 2003).

2.1.4. Pectinas

As pectinas constituem o componente principal da lamela média da parede
vegetal. Sao as fracdes mais facilmente extraiveis da parede celular, apresentando
propriedades de gel.

Sao uma complexa familia de polissacarideos constituidos basicamente por
acido poligalacturdénico e, em menor quantidade, ramnose, arabinose e galactose
(BRETT e WALDRON, 1996). A pectina é formada por um esqueleto de residuos de
acido galacturénico unidos por ligagbes a(1,4). A cadeia de poligalacturénico esta
interligada por residuos de ramnose unidas por ligacdes a(1,2). Estes residuos de
ramnose podem ter unido a si largas cadeias laterais de L-arabinose e D-galactose.
Em algumas pectinas, as cadeias laterais podem finalizar no &cido ferulico unidos na
posicdo O-3 da arabinose ou na O-2 da galactose (ANDERSEN, 2007).

2.1.5. Outras substancias

Hé& ainda outras substancias presentes na biomassa lignocelulésica, que nao
sdo parte da parede celular, sendo a maioria, solivel em solventes neutros. Os
compostos solluveis em solventes neutros ou fragdes extraiveis correspondem de 4-
10% do peso seco da madeira. Incluem uma diversidade de compostos como 0s
terpenos, que sdo polimeros de isopropeno; as resinas, que incluem grande
variedade de compostos nédo volateis como 6leos, acido graxos, alcoois, resinas

acidas, fitosterol, dentre outros; e os fendis, que apresentam como representante
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principal os taninos. Dentro desta fragdo de extraiveis podem-se incluir carboidratos
de baixo peso molecular, alcaldides e lignina soltvel (KLINKE et al., 2004).

Nas fragcbes nao extraiveis encontram-se parte das cinzas, residuos
inorganicos, principalmente carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos, que
permanecem depois de queimar o0 substrato a elevadas temperaturas, e
representam aproximadamente 2% do peso seco das madeiras (KLASS, 1998). A
proporcdo destes componentes estruturais nos residuos agricolas e em madeiras

depende da espécie, idade, condicdes de crescimento, entre outros fatores.

2.2. Residuos lignoceluldsicos utilizados como substrato

Agricolas, industriais, florestais e residuos solidos urbanos sédo abundantes
fontes de lignocelulose disponiveis em todo o mundo que, ainda sdo tratados como
residuos em muitos paises (DASHTBAN et al., 2009).

No Brasil, segundo dados citados por Ferreira-Leitdo et al. (2010), a
agroindustria de milho (13.767.400 ha), cana-de-acucar (7.080.920 ha), arroz
(2.890.930 ha), mandioca (1.894.460 ha), o trigo (1.853.220 ha), frutas citricas
(930.591 ha), coco (283.205 ha) e grama (140 mil ha) ocupa coletivamente uma area
de 28.840.726 ha e gera 597 milh&es de toneladas de residuos por ano.

A escolha por um substrato especifico para o cultivo em estado soélido, leva
em consideracao varios fatores, principalmente relacionados ao custo e viabilidade,
e o efeito desse substrato na fisiologia do fungo em relacdo a degradacdo do
xenobiodtico (LAMAR e WHITE, 2001). Visto que, muitos materiais lignocelulésicos
sdo descartados como residuos, a escolha dos residuos foi feita em funcdo da
grande disponibilidade desses residuos gerados na regido e com 0 objetivo de
agregar valor a esses residuos e minimizar o impacto ambiental causado pelo
acumulo destes no ambiente. Além disso, podem também ser empregados como
suplementos em meios para crescimento de fungos de podriddo branca estimulando
a producéo de enzimas na fermentacao solida.

No contexto da discussdo apresentada, foram privilegiados os residuos
agroindustriais: farelo de palha de milho verde, bagaco de cana-de-acucar e bagaco
de casca de coco verde. A farinha de soja foi empregada como suplemento (fonte de
nitrogénio) em meio para crescimento do fungo Psilocybe castanella CCIBt 2781

contendo coco como fonte de carbono (energia).
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2.3. Relag&o C/N do substrato

As necessidades nutricionais dos microrganismos sdo diversas, visto que
apresentam diferencas inerentes na sua capacidade de sintetizar os constituintes
celulares a partir de nutrientes simples. A demanda por agua, fontes de energia,
carbono, nitrogénio e elementos minerais, assim como 0 acesso/utilizagdo de
oxigénio, entretanto, € comum a todos 0s microrganismos.

A escolha da fonte de carbono é muito importante devido ao fato da sintese
de diversas biomoléculas estar sujeita a repressdo catabodlica. Por exemplo, para
muitas espécies de fungos a glicose é um repressor da producdo de lacase e,
qguando utilizada como fonte de carbono, a formacédo de lacases somente tem inicio
guando diminui a concentracdo de acucar no meio (GALHAUP et al., 2002a).

Da mesma forma, a fonte de nitrogénio deve ser escolhida com bastante
critério. Entre as fontes encontram-se: extrato de levedura (rico em vitaminas do
complexo B e aminodcidos); licor da maceracdo do milho (subproduto da
industrializacdo do milho, fonte bem balanceada em carbono, nitrogénio, enxofre e
sais minerais, contendo ainda vitaminas, como riboflavina, niacina, &cido
pantoténico, biotina e piridoxina); farinha de soja (residuo da industria de producéo
de 6leo de soja, rico em nitrogénio, o qual €, entretanto, mais complexo e de mais
dificil assimilacdo do que o nitrogénio do licor da maceracdo do milho) (EUROPEAN
COMISSION, 2002).

As condi¢cdes de limitacdo de nitrogénio sdo naturais para os fungos de
podriddo branca, pois a madeira é pobre neste nutriente. Além disso, a degradacao
de diversos grupos de compostos por basidiomicetos, tem mostrado ser dependente
do sistema que degrada lignina, que em alguns microrganismos € expresso sob
condicOes limitantes de nutrientes (carbono, nitrogénio ou enxofre). Isso é observado
em P. chrysosporium, onde o0 mecanismo que degrada a lignina ocorre durante o
metabolismo secundério, sendo desencadeado pela limitagdo desses nutrientes
(REDDY et al. 1998, REDDY e GOLD, 2000). Assim sendo, a relacao C/N do
substrato utilizado como suporte para o inéculo tem papel significante na
degradacdo por fungos de podriddo branca (LAMAR e WHITE, 2001).
Suplementacédo de nitrogénio, com farinha de cereais, por exemplo, pode ser feita
nos substratos e dependendo do fungo estudado, podendo melhorar seu
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crescimento (MATHEUS e BONONI, 2002; MATHEUS et al. 2003, SILVA et al.
2005).

Em estudo dirigido a relacdo C/N do substrato utilizado para P. castanella,
Matheus e Bononi (2002), mostraram que a suplementacdo do bagaco de cana-de-
acucar com farinha de soja e adicdo de 6leo vegetal em niveis adequados interferiu,
em alguns casos de forma positiva, na degradagao de poluentes por esse fungo.

2.3.1. Palha de milho verde

Representante da familia Poaceae, género Zea, botanicamente denominado
Zea mays L., sendo, portanto, da mesma espécie do milho cultivado para a
producdo de gréaos, o milho verde atinge seu ponto de colheita quando seus graos
apresentam-se no estado leitoso, com 70 a 80% de umidade (PEREIRA FILHO,
2003).

Os varios tipos de milho apresentam diferentes conteudos de acucares,
teores e qualidade de proteina e também no tipo, forma e concentracdo de amido
(MAGALHAES; DURAES; CARNEIRO, 2002). Enquanto o milho-verde comum
apresenta 3% de teor de acucar e 60 a 70% de teor de amido, o milho doce
apresenta de 9 a 14% de acucar e 30 a 35% de amido.

Os carboidratos na palha encontram-se principalmente na forma estrutural
(parede celular), com uma aparente auséncia de carboidratos ndo estruturais que
representam o contetdo celular (agucares sollveis) e reservas de energia (amido).
A parede celular medida pela fibora em detergente neutro ocupa a maior proporgao
(cerca de 80%) da matéria seca dos componentes quimicos da palha. Esta fracéo é
constituida por celulose, hemicelulose e lignina, na proporgédo aproximada de 40%,
30% e 12% da matéria seca, respectivamente (QUEIROZ et al., 1998; TOLERA e
SUNDSTOL, 2000).

Queiroz et al. (1998) mostraram que o conteudo de proteina bruta da palha de
milho é baixo, chegando aos niveis de 3% na matéria seca. Ja o teor dos minerais
apresenta valores de 0,3% e 0,14% para o calcio e fosforo, respectivamente
(TOLERA e SUNDSTOL, 2000).
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A Tabela 1 apresenta a composicao quimica da palha de milho verde.

Tabela 1 — Composicéo fisico-quimica da palha de milho verde.

Componente %
Lignina soluvel 5,35
Lignina insolavel 8,79
Lignina total 14,14
Holocelulose 57,49
Celulose 41,18
Extrativos 28,53
Polioses 16,31
Cinzas 1,52
Umidade 12,96

Fonte: SALAZAR et al., 2005.

2.3.2. Bagaco de cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum), uma graminea originaria do
sudeste asiatico, foi introduzida no Brasil pelos portugueses no inicio do século XVI,
e tem seu cultivo em regides tropicais e subtropicais do pais. Sendo uma planta da
familia Poaceae, tem como principais caracteristicas a forma da inflorescéncia
(espiga), o crescimento do caule em colmos, folhas com laminas de silica em suas
bordas e bainha aberta. Desde a sua origem até os dias atuais ela vem passando
por modificacbes, 0 que resultou em varias espécies, as quais diferem entre si
principalmente quanto ao contetdo de fibras e aclUcares. A maior parte da cana-de-
acucar cultivada €& um hibrido multiespecifico, recebendo a designacdo de
Saccharum spp.

A composicdo de cana varia de acordo com muitos fatores, tais como o
processo de extragdo, a variedade de cana e composicdo do solo. Geralmente, ela é
constituida por cerca de 32-44% de celulose, 27-32% de hemicelulose e de 19-24%
de lignina (MALHERBE e CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003). Este residuo
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apresenta pequenas quantidades de outros compostos, tais como pectina, proteinas,
sais minerais e compostos de baixo peso molecular, além de terem menor teor de
cinzas (aproximadamente 2,4%), 0 que representa uma grande vantagem para a
bioconversdo de microrganismos, quando comparado com outros residuos, tais
como arroz e palha de trigo, o qual contém cerca de 17,5 e 11% de cinzas,
respectivamente. Além  disso, quando comparado com outros residuos
agroindustriais, o bagaco pode ser considerado um rico reservatdrio de energia
devido ao seu alto rendimento e capacidade de regeneracdo anual (PANDEY et al.,
2000).

A despeito da estrutura, a cana consiste de varios tipos de tecidos, tais como
0 cortex (ou casca), tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. O cortex é
composto de fibras muito lignificadas, sendo caracterizado pela espessura da
parede celular, comprimento e rigidez de suas fibras. Este tecido confere protecao
contra os efeitos mecanicos externos, servindo de suporte para a planta. A parte
interior do talo € constituida por um tecido parenquimatoso (medula) de carater ndo
fibroso, o qual possui como principal fungdo o armazenamento do suco adocicado
produzido pela planta. Dentro deste tecido, encontram-se as hastes fibrovasculares,
compostas de fibras curtas e vasos que atuam na sustentacdo e conducdo dos
alimentos e outros produtos ao longo da planta (PATURAU, 1989).

A Tabela 2 apresenta a composi¢cao média do bagaco de cana-de-acgUcar.

Tabela 2 — Composicao do bagaco da cana-de-acucar — valores médios internacionais.

Tipo Holocelulose* Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
Total 70,5 36,0 26,0 20,0 2,2
Fibra 71,5 41,0 27,5 20,5 1,2
Medula 71,0 33,5 29,0 21,0 3,2

*Holocelulose indica a frac&o total de carboidratos do material da planta que fica depois da remoc¢ao
da lignina.

Fonte: PATURAU, 19809.

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de cana-de-agucar,
responsavel por 590 milhdes de toneladas por ano, safra 2012/2013 (UNICA —

Disponivel em: http://www.unicadata.com.br). Cerca de 90% da producéo brasileira é
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colhida principalmente no Estado de S&o Paulo que é responsavel por 60%. O
bagaco de cana-de-agUcar representa o maior percentual de residuos do setor
agroindustrial brasileiro, com uma média de 75 milhdes de toneladas/ano (TEIXEIRA
et al.,, 2007). O bagaco € o subproduto da moagem, processo através do qual é
separado do caldo de cana, rico em acglcares. Apds a extracdo do caldo, do qual
séo produzidos o agucar e o alcool etilico, 0 bagago que sobra é em parte queimado
para a geracdo de energia elétrica e térmica para 0S processos industriais
(HASSUANI et al., 2005).

Devido ao excedente de bagaco e a legislagado que restringe gradualmente a
queima da palha no campo, o que devera atuar positivamente para que este residuo
seja incorporado ao sistema de geracdo de energia nos proximos anos, foi estimado
gue as usinas de acucar e alcool podem liberar de 30 a 50% do bagaco produzido
para usos alternativos. O bagaco de cana-de-agUcar pode também ser empregado
como suplemento em meios para crescimento de fungos de podridao branca
estimulando a producdo de enzimas ligninoliticas (PANDEY et al., 2000; ARORA e
GILL, 2001).

2.3.3. Bagaco da casca de coco verde

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é talvez a arvore mais conhecida dos trépicos
e uma das mais importantes economicamente, sendo o seu fruto utilizado como
fonte de alimentac&o e bebida. E cultivado e utilizado na india e na Asia Continental
h& pelo menos 3000 anos e chegou ao Brasil pela colonizagdo portuguesa (PINO,
2005). Chegou ao Brasil em 1553, na Bahia, a bordo das embarcacfes portuguesas,
provenientes das ilhas de Cabo Verde.

O fruto do coqueiro é constituido por albumen liquido (dgua-de-coco),
albumen sélido ou améndoa, endocarpo e casca. A casca representa em torno de
80% do peso total do fruto, sendo composta pelo mesocarpo (fibra e pd) e epicarpo
(camada mais externa da casca). A alta umidade, cerca de 85%, e as caracteristicas
da fibra do coco verde reduzem seu aproveitamento em relacdo a casca do coco
maduro. Atualmente, existem projetos para a utilizagcdo da fibra de coco como carga
para o politereftalato de etila (PET). Na industria da borracha, também possui vasto

namero de projetos envolvendo produtos ecoldgicos diversos, desde a utilizacdo da
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fibra do coco maduro e verde na confecgédo de solados de calcados, até encostos e
bancos de carros.

A casca de coco verde, subproduto do uso e da industrializacdo da agua de
coco, € depositada em lixdes e as margens de estradas. Sendo um material de dificil
decomposicdo, a utilizacdo da casca do coco verde processada, além da
importancia econémica e social, € também importante do ponto de vista ambiental.
Segundo Rosa et al. (2001) 80% a 85% do peso bruto do coco verde é considerado
lixo. As fibras das cascas de coco possuem grande durabilidade, atribuida ao alto
teor de lignina (41 a 45%), quando comparadas com outras fibras naturais. Tém
percentual menor de celulose, entretanto a quantidade de lignina é muito grande,
conferindo-lhe entdo, um comportamento singular frente as outras fibras. O teor de

lignina nas fibras varia em funcdo da idade do fruto (VAN DAM et al., 2004).

A composicdo quimica da casca de coco depende de varios fatores que
influenciam o crescimento da planta e a producdo do fruto, entre estes fatores
encontram-se a fonte, a época do ano, a quantidade de chuvas. Na Tabela 3 sado

apresentados os resultados de uma analise quimica tipica da casca de coco verde.

Tabela 3 — Caracterizagéo fisico-quimica da casca de coco verde.

Elemento a/kg mg/kg
N 6,52 -
P 1,42 -
K 11,5 -
Ca 6,8 -
Mg 1,79 -
Na 12,5 -
Fe 1,97 -
Cu - 6,6
Zn - 31,8
Mn - 23,8
M.O.! - 72,58

M.O." Matéria organica em percentagem

Fonte: ROSA et al., 2001.
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A Tabela 4 apresenta o percentual massico dos componentes constituintes
das amostras secas e livres de extraiveis do bagago de coco.

Tabela 4 — Percentual massico dos componentes constituintes das amostras secas e livres

de extraiveis do bagaco de coco.

Componente Bagaco de coco
Glicose 21,28 +1,72

Lignina Total 43,71 + 0,50
Cinzas 2,27 +0,18
Pectina 0,82 £ 0,15

Fonte: Adaptado de GUEDES, 2010.

2.3.4. Soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill), atualmente cultivada, é muito diferente dos
ancestrais que Ihe deram origem: espécies de plantas rasteiras que se desenvolviam
na costa leste da Asia, principalmente ao longo do Rio Amarelo, na China. No Brasil,
a soja foi introduzida na Bahia em 1882 e levada para S&o Paulo em 1891. No Rio
Grande do Sul foi cultivada pela primeira vez em 1900 e em 1940, ocorreu 0 inicio
da expansédo desta cultura no estado. Na década de 1980 foi introduzida na regido
dos Cerrados, tornando-se a cultura anual de maior area plantada no pais
(EMBRAPA, 2004).

E uma das mais importantes oleaginosas cultivadas e comercializadas no
mundo, devido principalmente a sua grande importancia na economia. O grao in
natura e seus derivados sdo importantes alternativas para alimentacdo humana e
animal em funcao de seu elevado teor de proteinas (TOLEDO et al., 2007).

O Brasil € o segundo produtor mundial de soja, mas € o quarto maior produtor
de oleo e farelo. Esta diferenga é explicada pelo “mix” exportado no complexo soja:

mais soja em grao é direcionada ao mercado externo proporcionalmente ao farelo. A
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industria nacional transforma, por ano, cerca de 30,7 milhées de toneladas de soja,
produzindo 5,8 milhdes de toneladas de 6leo comestivel e 23,5 milhdes de toneladas
de farelo protéico, contribuindo para a competitividade nacional na producdo de
carnes, ovos e leite. Além disso, a soja e o farelo de soja brasileiros possuem alto
teor de proteina e padrdo de qualidade Premium, o que permite sua entrada em
mercados extremamente exigentes como os da Unido Europeia e do Japao.

A soja também se constitui em alternativa para a fabricacdo do biodiesel,
combustivel capaz de reduzir em 78% a emisséo dos gases causadores do efeito
estufa na atmosfera. O cultivo de soja no Brasil se orienta por um padrao
ambientalmente responsavel, com o0 uso de praticas de agricultura sustentavel que
permitem o0 uso intensivo da terra e com menor impacto ambiental, reduzindo a
pressao pela abertura de novas areas e contribuindo para a preservacdo do meio
ambiente (Mapa, 2013).

Na tabela 5 observa-se a composicdo quimica da farinha de soja, a qual
constitui alto teor de proteina, atuando como fonte de nitrogénio para o crescimento

microbiano.

Tabela 5 — Composicéo fisico-quimica de farinha de soja integral.

Componente %
Proteina 40,5
Oleo (incluindo lecitinas) 20,5
Umidade 6,6

Fibra 2,3

Cinzas 4.5
Carboidratos 25,6

Fonte: PRINGLE, 1974.
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2.4. Fermentacao em estado sélido (FES)

Fermentacdo em estado sdlido ou fermentacdo semissolida (FSS) pode ser
definida como o cultivo de microrganismos numa matriz insoluvel sdlida, na
presenca de &gua suficiente para suportar o crescimento microbiano. A &agua
presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina
camada na superficie das particulas (RAIMBAULT, 1998).

A FES é tida como o mais antigo processo fermentativo usado pelo homem,
apresentando as seguintes caracteristicas: a fase sdlida atua como fonte de
carbono, nitrogénio e demais componentes, além de servir como suporte para o
crescimento das células microbianas; o ar, necessario ao desenvolvimento
microbiano, deve atravessar 0s espacos vazios do meio a pressodes relativamente
baixas. O substrato ndo deve apresentar aglomeracdo das suas particulas
individuais; o crescimento microbiano ocorre em condicbes mais proximas as dos
habitats naturais; o meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo estao
completamente acessiveis ao microrganismo (PINTO et al., 2005).

De todos os parametros que influenciam o processo fermentativo, a agua
apresenta papel de destaque na FES, em virtude do seu elevado grau de interacao
com as substancias que compdem a fase sélida e estd relacionada a dois
parametros. O primeiro, a umidade, diz respeito a porcentagem de agua na massa
total do meio; o segundo, a atividade de agua (a,), um parametro termodinamico
relacionado ao potencial quimico da agua, ou seja, a quantidade de moléculas de
agua disponiveis nas vizinhangas imediatas das particulas do substrato. Para o
entendimento da FES, a umidade tem se mostrado menos elucidativa que a
atividade de agua, pois esta ultima afeta diretamente o crescimento microbiano e a
sintese de metabdlitos (GERVAIS; MOLIN, 2003).

Os substratos para FES s&o, em geral, residuos ou subprodutos da
agroindustria. Farelos, cascas, bagagos e outros sdo materiais considerados viaveis
para a biotransformacdo. S&o recursos naturais renovaveis e produzidos em
grandes quantidades, o que, algumas vezes, faz com que se tornem um problema
ambiental. Como ja fora mencionado, a estrutura desses materiais tem como seus

principais componentes celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteinas, o que 0s
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caracteriza como materiais extremamente heterogéneos, e que servem tanto como
fonte de carbono e energia quanto de suporte para o crescimento microbiano
(PANDEY, 2003).

Considerando-se o grande potencial do Brasil para a producédo agricola, ha
uma grande geracao de residuos ou subprodutos agroindustriais. Nesse sentido, a
fermentacdo em estado solido se apresenta como uma tecnologia capaz de propor
caminhos alternativos para os residuos gerados, diminuindo possiveis problemas
ambientais, bem como, de agregar valor a essas matérias-primas, por meio da
producdo de substancias de interesse econdmico como enzimas, e com isSso
contribuir para uma maior diversificacdo do agronegocio nacional (PANDEY et al.,
2001).

A fermentacdo em estado solido de residuos agroindustriais tratados com
fungos de degradacdo branca pode aumentar a digestibilidade da matéria seca,
além de incrementar o contedudo protéico do substrato fermentado. Este tipo de
fermentacdo € mais adequado para o cultivo deste microrganismo devido ao seu
desenvolvimento micelial (GUTIERREZ-CORREA; TENGERDY, 1997).

2.4.1. Basidiomicetos ligninoliticos

O grupo dos basidiomicetos inclui os fungos que produzem esporos
(basidiosporos) de origem sexuada em uma estrutura especializada denominada de
basidio e popularmente chamados de cogumelos e orelhas-de-pau. A fase
vegetativa dos basidiomicetos é denominada miceélio, que por sua vez é formado por
muitos filamentos septados chamados hifas (GUGLIOTTA; CAPELARI, 1998).

Os basidiomicetos ligninoliticos secretam enzimas que convertem 0sS
polimeros externos em moléculas menores, que sdo assimiladas e utilizadas como
nutrientes. Os fungos decompositores da madeira podem ser classificados em
grupos ecofisiolégicos: causadores de podriddo branca, de podridao parda e de
podriddo mole. Ao lado de outros microrganismos, atuam na decomposicdo da
matéria organica, dinamizando a ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio

energético dos ecossistemas terrestres (TUOMELA et al., 2000). Além disso, estes
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organismos parecem ser 0s Unicos capazes de mineralizar a molécula de lignina
presente na madeira (KIRK; FARRELL, 1987; LEONOWICZ et al., 1999; SHAH;
NERUD, 2002).

Ha varias espécies de fungos da podriddo branca da madeira, sendo a
maioria deles os basidiomicetos ligninoliticos, além de alguns ascomicetos. Os
fungos basidiomicetos causadores da podriddo branca ou basidiomicetos
ligninoliticos, atacam a madeira dura (hardwood) ou madeira mole (softwood),
enquanto 0s ascomicetos provavelmente degradam unicamente madeira dura. A
degradacédo da lignina por basidiomicetos ligninoliticos é mais rapida que quaisquer
outros organismos e eles sdo responsaveis pela maior parte da degradacdo da
lignina na natureza. Entretanto, o substrato de crescimento ndo é unicamente
lignina, mas também hemiceluloses e celulose (KIRK; FARRELL, 1987;
BLANCHETTE, 1995). Sabidamente, a lignina ndo funciona como fonte priméria de
carbono e energia para os fungos basidiomicetos. Para sua degradacdo ha

necessidade de uma fonte de carbono adicional que funciona como um co-substrato.

De acordo com Silva (2004) muitos basidiomicetos ligninoliticos desenvolvem-
se em meios simples que tenham disponibilidade de carbono assimilavel, nitrogénio
e fontes de fésforo e sais minerais necessarios. Mas para meios formulados a partir
do bagaco de cana-de-aclUcar e soja, como é 0 caso desta pesquisa, € preciso
utilizar suplementagdo com outros materiais, contendo elementos essenciais para

obtencéo do crescimento do fungo.

Outra aplicacdo dos basidiomicetos lignoceluloliticos esta relacionada com a
biodegradacdo de substancias quimicas recalcitrantes a degradacao biolégica no
meio ambiente, devido a capacidade desses organismos de degradar diversas
moléculas poluentes como pesticidas clorados (DDT), dioxinas (2,3,7,8 -
tetraclorodibenzo-p-dioxina), hidrocarbonetos aromaticos (benzo-a-pireno), além de
bifenilas policloradas, pentaclorofenol e hexaclorobenzeno. Nesse sentido, tem sido
largamente estudada a utilizacdo desses fungos em processos de biorremediagao
de materiais, como solo, residuos e efluentes industriais, contaminados com

substéancias recalcitrantes a degradacéo biolégica (MATHEUS et al., 2000).
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2.4.2. Enzimas ligninoliticas

Varios parametros de cultivo afetam a producdo e a atividade das enzimas
ligninoliticas por fungos basidiomicetos. Estes parametros incluem: a disponibilidade
de oxigénio, fonte e concentracdo de carbono e nitrogénio, microelementos, pH e
temperatura (VAN DER MERWE, 2002).

A decomposi¢cdo da lignina € indispenséavel para a reciclagem do carbono,
uma vez que € a mais abundante fonte renovavel de polimero aromatico na
natureza. Devido a sua estrutura complexa e heterogénea, a lignina é quimicamente
recalcitrante a degradacao pela maioria dos organismos. Apenas os basidiomicetos,
fungos de podriddo branca, séo capazes de degradar a lignina de forma eficiente,
produzindo uma variedade de enzimas extracelulares oxidativas que atuam em
sinergia. Entre essas enzimas, 0s principais grupos incluem as fenoloxidases e
peroxidases (WONG, 2009).

2.4.2.1. Lacases (Lac)

Descrita pela primeira vez por Yoshida em 1883, a lacase é uma das
primeiras enzimas ja descritas (SHLEEV et al.,, 2005). As lacases sdo enzimas
capazes de catalisar a oxidacdo de varios compostos aromaticos, principalmente
fendis, com a concomitante reducdo do oxigénio a agua (DURAN et al., 2002). S&o
glicoproteinas extracelulares que possuem quatro atomos de cobre no sitio ativo
(MAYER; STAPLES, 2002; WESENBERG et al., 2003).

A lacase era conhecida somente para eucariotos (fungos, plantas superiores
e insetos), mas h& evidéncia de sua distribuicdo em procariotos, e a primeira
estrutura cristalina de uma lacase bacteriana foi obtida. Em plantas, lacases estéo
envolvidas na lignificagdo. Em fungos, além da degradacg&o de lignina, as lacases
parecem estar envolvidas na esporulacéo, producédo de pigmentos e patogenicidade
de plantas. Em insetos, lacase catalisa a unido oxidativa de catecéis com proteinas
envolvidas na esclerotizacéo da cuticula (YAVER et al., 1996; ENGUITA et al., 2003;
CLAUS, 2004). A importancia biotecnolégica das lacases aumentou a partir da

descoberta da habilidade destas enzimas oxidarem substratos de alto potencial
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redox na presenca de mediadores (BOURBONNAIS; PAICE, 1990; MARTINEZ et
al., 2005). Entre as aplicacbes das lacases estdo a deslignificacdo, a
biorremediacdo, o clareamento de vinho e sucos (MAYER; STAPLES, 2002),
descoloracdo de corantes téxteis (WESENBERG et al., 2003) e o tratamento de
residuos liquidos (DURAN e ESPOSITO, 2000). Tem sido também evidenciado o
potencial das lacases para o desenvolvimento de biosensores e de cétodos de
hidrogénio em células de combustivel (SHLEEV et al., 2005; COUTO; HERRERA,
2006).

As propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da lacase (atividade,
estabilidade, pH e temperatura 6timos, etc.) fornecem muitas informacdes iniciais
importantes para estudos basicos e para a aplicacdo de lacases na biotecnologia
(MOUGIN et al., 2003).

Para a atividade catalitica de lacase sdo necessarios quatro atomos de cobre
por unidade de proteina ativa, distribuidos entre diferentes sitios de ligacdo: cobre
tipo 1, 2 e 3 (T1, T2 e T3, respectivamente), que se diferenciam pelas propriedades
caracteristicas. As propriedades de cada um dos sitios de cobre conferem a eles um
importante papel no mecanismo catalitico da enzima (DURAN e ESPOSITO, 2000).
O sitio de cobre T1 fornece a cor azul a proteina e contém um unico ion de cobre, 0
qual apresenta forte absorcdo a 600 nm. Os sitios de cobre Tl e T2 estéo
envolvidos na captura e/ou transferéncia de elétrons. Os sitios T2 e T3 formam um
aglomerado trinuclear que é responsavel pela ligacdo e reducao do oxigénio (SHAH;
NERUD, 2002).

No ciclo catalitico das lacases verifica-se que o0s substratos fendlicos sao
oxidados pelo sitio de cobre T1 e os elétrons extraidos séo transferidos por meio de
uma sequéncia fortemente conservada do tripeptidio His-Cys-His, aos sitios T2 e T3,
onde o oxigénio molecular é reduzido a agua conforme apresentado na Figura 6
(BALDRIAN, 2006).
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Figura 6 - Ciclo catalitico da lacase.
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Fonte: BALDRIAN, 2006.

Baldrian (2006) analisou cerca de uma centena de lacases de fungos
causadores da podriddo branca purificadas, e entre elas verifica-se que o pH 6timo
de reacdo, tendo ABTS como substrato, esta na faixa acida (abaixo de 4). A
temperatura 6tima de reacdo dessas enzimas esta na faixa de 50 a 70°C, sendo que
em poucos casos as lacases apresentaram temperatura 6tima abaixo de 45°C.

A presenca de isoformas de lacase € bem comum entre basidiomicetos.
Isoformas de lacases de mesma origem podem apresentar diferentes propriedades
bioquimicas, apesar das estruturas primarias destas proteinas serem muito
similares. No entanto, existem casos em que as propriedades bioquimicas das
lacases sdo similares enquanto as estruturas primarias mostram-se diferentes,
mesmo sendo elas provenientes do mesmo organismo (SHIN; LEE, 2000). Na
verdade, ainda ndo é claro se basidiomicetos possuem varios genes que codificam
lacase, ou se a diversidade de isoenzimas deve-se a modificacbes pos
transcricionais e/ou a protedlise, que pode acontecer durante processos de cultivo e
purificacdo (SHLEEV et al., 2005).
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2.4.3. Enzimas celuloliticas

A celulase refere-se a classe de enzimas que séo produzidas essencialmente
por fungos, bactérias e protozoarios e catalisam a hidrélise da celulose. Surgiram
como subprodutos da Segunda Guerra Mundial, depois de constatado que o
excessivo desgaste de roupas e equipamentos nas selvas do Pacifico Sul, em 1944,
se dava devido acdo de microrganismos, o Trichoderma viride (atualmente
denominado de T. reesei), um fungo capaz de converter celulose em seus
mondémeros (ERENO, 2007; HASSUANI, 2005; FENGEL; WEGENER, 1989). S6
entdo na década de 60, descobriu-se que preparados de enzimas extracelulares

eram responsaveis pela acao hidrolitica.

Sendo os fungos, os principais microrganismos utilizados pela indastria na
producdo de enzimas, a degradacdo de materiais lignocelulésicos 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 e GOUVEIA, 2009). A biodegradacdo 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).

Embora existam discordancias entre alguns autores, relacionadas com a
especificidade das diferentes celulases e o seu modo de acdo, € geralmente
reconhecida a existéncia de trés tipos de celulases nos sistemas completos:

endoglicanases, exoglicanases ou celobiohidrolases e B-glicosidase ou celobiase.

Muitos substratos sao utilizados com o0 objetivo de se obter grandes
guantidades de enzimas celuloliticas por microrganismos. Os residuos
agroindustriais podem ser devidamente moidos ou triturados para servir como fonte
de nutrientes, principalmente de carbono, em uma fermentacdo (DA SILVA et al.,
1994). Na maioria dos casos, o0 simples enriqguecimento destes compostos com fonte
de nitrogénio, minerais ou vitaminas € suficiente para producao de elevada atividade
enzimatica (BISARIA; GHOSE, 1984; ELISASHVILI, 1993).
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2.4.3.1. Endoglicanases (EGS)

As enzimas endoglicanases realizam quebras aleatdrias nas regides amorfas
internas da cadeia de celulose, ou seja, regides desordenadas hidratadas e flexiveis,
gerando oligossacarideos de varios comprimentos (BOISSET et al.,, 2000). S&o
assim, antes de qualquer coisa, responsaveis pela diminuicdo do grau de
polimerizacdo das cadeias celulésicas. Consequentemente, as novas extremidades
da cadeia de celulose s@o suscetiveis a acdo da celobiohidrolase (LYND et al.,
2002).

2.5. Uso de mediadores como indicadores de atividade ligninolitica

Embora existam bastantes pesquisas sobre a fisiologia das enzimas
ligninoliticas, o mecanismo de degradacdo da lignina ndo esta completamente
compreendido. Essa dificuldade esta relacionada a complexidade do processo de
biodegradacdo, que além das enzimas ligninoliticas pode ser afetado por outros
sistemas enzimaticos e também por fatores ndo enzimaticos, entre 0os quais 0S
cofatores de baixas massas moleculares que servem como mediadores de Oxido -
reducdo — mediadores redox (MESTER; TIEN, 2000), os niveis de H,0O, e os radicais
hidroxilas produzidos pelos fungos (HAMMEL et al., 2002; SHAH; NERUD, 2002).

Os mediadores redox sdo produzidos como resultado do metabolismo
secundéario dos basidiomicetos e iniciam o processo de degradacdo da lignina,
atuando como mensageiros das enzimas. O mediador € oxidado pela enzima e se
difunde no substrato oxidando-o. Em seguida, o mediador retorna a sua condi¢cao
inicial. O mediador oxidado conta com um mecanismo de oxida¢do ndo disponivel
para a enzima (FABBRINI et al.,, 2002), visto que esta é tdo grande que nao
consegue penetrar na madeira (JUNG et al., 2002). Assim, as células fangicas
produzem mediadores que sdo excretados para o0 meio extracelular antes das
enzimas e que, consequentemente, participam da oxidagédo da lignina. Em conjunto
com mediadores, a lacase torna-se capaz de degradar também estruturas néo
fendlicas da lignina (BOURBONNAIS et al., 1996, CALL; MUCKE, 1997). Varios

metabalitos fungicos com funcéo de mediadores da lacase foram isolados, entre eles
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pode-se citar o acido 3-hidroxiantranilico que foi o primeiro mediador descrito para a
lacase (EGGERT et al., 1996).

Entre os mediadores sintéticos destaca-se o ABTS, descrito como um bom
mediador redox, que favorece o atague a compostos ndo fendlicos da lignina. Em
adicdo a esses mediadores, o corante Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) também
auxilia em reacoes de deslignificacao por lacase (BOURBONNAIS et al., 1996).

O uso de corantes, como indicadores de atividade ligninolitica, foi sugerido a
partir de evidéncias que corantes poliméricos atuavam como substrato de enzimas
ligninoliticas. Apresenta vantagens por serem estaveis, solGveis, de baixo custo e
obtidos facilmente em sua forma pura. Além disso, tém baixa toxicidade aos
microrganismos, permitem desenvolvimento de ensaios espectrofotométricos
simples, rapidos e quantitativos.

Azul Brilhante de Remazol R (RBBR) é um corante sintético utilizado como
matéria-prima na fabricacdo de corantes poliméricos. E derivado do antraceno,
organopoluente recalcitrante, que representa uma importante classe de poluentes,
muitas vezes toéxica (SOARES et al.,, 2001). Trabalhos demonstram que a
descoloracdo do corante RBBR esta relacionada, pelo menos parcialmente, com a
acdo de enzimas ligninoliticas, como a lacase (DEVECI et al. 2004, PALMIERI et al.
2005).

Mtui e Nakamura (2004) em trabalho de selecdo de basidiomicetos com
capacidade em degradar lignina utilizando o RBBR, observaram que os fungos
capazes de oxida-los produziram lacase. Assim, correlacionaram a descoloracdo do
RBBR e a oxidagcdo dos substratos organicos recalcitrantes utilizados com a
degradacédo da lignina e de compostos xenobidticos.

A producdo de lacases também pode ser estimulada pela adicdo de
detergentes (POINTING et al., 2000). Surfactantes ndo-iénicos, como o Tween-80,
tém sido utilizados para aumentar a viabilidade das reacfes entre as enzimas e seus
respectivos substratos (POZDNYAKOVA et al., 2004). Kuhad et al. (1994)
constataram um aumento de 30% na producdo de celulases pelo Fusarium
oxysporum na presenca desse detergente. Segundo Pardo et al. (2000) a producéo
de xilanases e celulases por Thecotheus pelletieri ndo foi afetada pela adicdo do
surfactante. Entretanto, Brucato e Wong (1994) constataram uma inibicdo da
producdo de enzimas extracelulares pelo Penicillium funiculosum na presenca desse

detergente.
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2.6. Trabalhos desenvolvidos para producado de enzimas lignoceluloliticas

Valeriano et al. (2009) obtiveram atividade maxima de 2019 U/L e 1035 U/L
para lacase quando o fungo Pynoporus sanguineus foi cultivado em meio contendo
2,5-xilidina e etanol como substrato indutor, respectivamente.

Giese et al. (2004) estudaram a influéncia dos Tweens 80, 60, 40 e 20 na
producdo de lacases pelo Botryosphaeria sp. usando dois substratos diferentes, o
ABTS (PPO-l) e o DMP (PPO-Il). Foi observado que todos os Tweens estudados
aumentaram a producédo das lacases (PPO-I). Os Tweens 60 e 20 aumentaram a
producdo da lacase (PPO-Il) indutiva, enquanto que os Tweens 80 e 40 nao
causaram nenhum efeito.

Trabalhos demonstram que a descoloracdo do corante RBBR esta
relacionada, pelo menos parcialmente, com a acdo de enzimas ligninoliticas como a
lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase (DEVECI et al., 2004,
PALMIERI et al., 2005).

Ballaminut e Matheus (2007) avaliaram a descoloracdo do corante RBBR (1
mg/L) e a atividade enzimatica da lacase de L. crinitus durante 30 dias de
crescimento. O fungo cresceu em bagaco de cana-de-aglUcar suplementado com
farinha de soja e amido sollvel e obtiveram, no 10° dia de incubacéo, atividade de
lacase com 17,59 UJ/L.

Yamanaka et al. (2007) constataram a influéncia do corante RBBR sobre a
atividade de lacases produzidas por Psilocybe castanella, onde este, na auséncia do
corante, foi capaz de produzir 25 U/L em 15 dias de cultivo, e na presenca, produziu
cerca de 100 U/L desta atividade enzimatica aos 12 dias de cultivo.

Farinas (2011) estudou substratos como farelo de soja, bagaco de cana,
bagaco de laranja, casca de arroz e farelo de trigo para producao de celulases com
Aspergillus niger. A autora encontrou atividades de CMCase em torno de 1 U/g
utilizando bagago de cana como substrato.

Abdelnasser et al. (1997) testaram trés linhagens fungicas Phanerochaete
chrysosporium NRRL 6359, Phanerochaete chrysosporium NRRL 6361 e Coriolus
versicolor NRRL 6102, quanto a capacidade de produzir xilanase e celulase, em
residuos agricolas (bagaco de cana tratado e ndo tratado, palha de trigo, espigas de
milho, cascas de arroz e celulose em pd) e observaram que espigas de milho, palha

de trigo e bagaco de cana tratado promoveram maior indu¢do enzimatica.
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Segundo Gutierrez-Correa e Tengerdy (1997) o bagaco de cana, em cultura
mista de Trichoderma reesei LMUC4 e Aspergillus phoenicis, induziu a producédo de

celulase total atingindo 13,4 U/g, ap6s 120 horas de incubacédo a 30°C.

Victor et al. (2003) obtiveram 0,0743, 0,0573 e 0,0502 U/mL de celulase
dentro de 120h de fermentacdo quando serragem, bagaco de cana e sabugo de
milho, respectivamente, foram utilizadas como substratos a partir de uma cepa de

Aspergillus flavus.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local darealizagc&o do experimento

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Bioquimica
(LEB) da Unidade Académica de Engenharia Quimica (UAEQ) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG) e no Laboratorio de Microbiologia do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido — CDSA, em Sumé.

3.2. Preparacao dos residuos

Os residuos, utilizados como matérias-primas foram, farelo de palha de milho
verde, bagaco de cana-de-acUcar e bagaco de casca de coco verde. A farinha de

soja foi utilizada como fonte de nitrogénio.

A Figura 7 mostra a aparéncia das matérias-primas utilizadas nos

experimentos.

Figura 7 — Matérias-primas utilizadas.

Farelo de palha de milho verde Bagaco de cana-de-aglicar . Bagago de casca de coco verde Farinha de soja

Foto: Patricia Marinho.

Os residuos, com excecao da farinha de soja, foram secos em estufa, com
circulacdo de ar forcada a 55°C até atingir a massa constante, sendo posteriormente
triturados em moinho de facas e forrageira, no caso da casca de coco verde, e

autoclavados a 121°C e 1 atm por 1 h. Em seguida foram homogeneizados e
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submetidos a técnica do quarteamento para a retirada de aproximadamente 150 g
para a realizacdo da caracterizagdo fisico-quimica. O restante dos residuos foram
armazenados em sacos de polietileno com sistema de fechamento hermético, o qual

chamou-se de biomassa/residuo seco.

3.3. Caracterizacao fisico-quimica
3.3.1. Umidade

A determinacéo do teor de umidade dos materiais foi realizada seguindo-se a
metodologia descrita em BRASIL (2005). Foram pesados 2 g do material em
cadinhos de porcelana previamente secos e tarados. Em seguida, p0s-se as
amostras na estufa a 105°C por 24 horas. Apds a secagem, o material foi colocado
no dessecador, no qual permaneceu até resfriamento total da amostra e em seguida,
pesou-se. O célculo da umidade (%U), em base Umida, foi realizado usando a

Equacéo 1:

M1 — M2
Qxl

% U =
nu M1

00 (1)

Onde, M1 = Massa inicial da amostra (g)

M2 = Massa final da amostra (g)

3.3.2. Cinzas

Determinou-se o teor percentual de cinzas seguindo a metodologia descrita em
BRASIL (2005). Colocou-se 3 g de amostra em cadinhos de porcelana e levou-se a
estufa a 105°C por 2 horas. Em seguida, foram colocados na chapa elétrica a fim de
realizar a pré-queima para facilitar a combustdo na mufla. Os cadinhos foram entédo
colocados na mufla a 550°C por 5 horas, foram retirados e transferidos para um

dessecador até total resfriamento e s6 entdo foram pesados (AOAC, 1975).
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O célculo do teor de cinzas (%C) foi realizado usando a Equacéo 2:

we = M2 100 (2)
T M1

Onde, M1 = Massa inicial da amostra (g)

M2 = Massa final da amostra (Q)
3.3.3. Extrativos

A determinacdo do teor de extrativos presentes nos residuos foi determinado
empregando um aparelho de Soxhlet, sendo utilizados 5 g de amostra e 200 mL de
etanol-ciclohexano a uma proporcdo 1:2 (v/v). As particulas foram acondicionadas
em um cartucho confeccionado com papel de filtro e colocadas dentro do Soxhlet. O
solvente foi colocado em um baldo de 250 mL, de massa seca conhecida, e 0
material foi extraido por 6 horas. Apds o banho, o material foi levado a estufa até
atingir massa constante. Por diferenca de massa obteve-se o valor de extrativos em
gramas e dividindo-se pela massa da amostra analisada, obtém-se o teor de

extrativos em percentual.

3.3.4. Lignina

O teor de lignina dos residuos foi determinado seguindo a metodologia
descrita por MILAGRES et al. (1994). Para o desenvolvimento da metodologia,
pesou-se 10 g da amostra, sendo envolto em papel de filtro e deixado num sistema
de banho, utilizando ciclo-propano e alcool etilico, por aproximadamente 6 horas.
Em seguida, os residuos foram secos em estufa durante 24 horas. Das amostras
lavadas e secas, foi pesado 2 g e posto em um erlenmeyer de 250 mL adicionando
15 mL de H,SO4 (72%), mantendo-o sob agitagdo durante 2 horas. Apds esse tempo
a pasta negra foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 1 litro

de um sistema de refluxo, utilizando 560 mL de agua destilada e deixando refluxar
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por 4 horas. A lignina insoltvel (L) foi filtrada empregando um cadinho de Gush, com
kitassato, acoplado a uma bomba de vacuo, sendo posteriormente seca e pesada. A
lignina solavel (Ls) foi determinada medindo-se a absorbancia nos comprimentos de

onda de 280 e 215 nm do filtrado e o célculo é feito com base na Equacéao 3.

4,53 (abs — abs )
Ll(g/L) — 215 7;;(1)0 245 nm (3)

O teor de lignina total nas amostras analisadas é determinada pela soma da
lignina insolavel, apds transformacao de unidade de concentracdo para unidade de

massa, e lignina soltvel, como mostrado na Equacao 4.

Ly(g) =Ly + Lg (4)

3.3.5. Determinacéo de Holocelulose

Em um erlenmeyer de 500 mL, adicionou-se cerca de 3 g do material vegetal,
sem umidade nem extrativos, e com seu conteudo de holocelulose a ser
determinado. A seguir, adicionou-se 120 mL de agua destilada. Em uma capela de
exaustdo, preparou-se um banho-maria que mantivesse a temperatura constante a
70 + 2°C. Ao erlenmeyer, acrescentou-se 2,5 g de clorito de sodio (NaClO;), com
pureza aproximada de 80%, e 1 mL de acido acético glacial, com pureza = 99,85%.
O conjunto erlenmeyer-reagentes foi tampado e mergulhado no banho, aquecido por
uma hora e mantido sobre um agitador magnético ligado. Apds esse tempo,
adicionou-se 2,5 g de clorito de so6dio e 1 mL de acido acético, e deixou-se por mais
uma hora. Em seguida, adicionou-se 2,5 g de clorito de sédio e 1 mL de &cido
acético, e prosseguiu-se com 0 aquecimento em banho por mais trés horas. Ao
longo do aquecimento, ocorre a elevacdo de cloro, como pdde ser notado pela

formacdo de um gas amarelo-esverdeado dentro do erlenmeyer.
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Durante as cinco horas de aquecimento e degradagao oxidativa da lignina, foi
providenciado gelo e agua gelada suficientes para a realizacdo de um banho de
gelo, que cobrisse até além da altura do conteudo do erlenmeyer. O recipiente
permaneceu nesse banho de gelo por 30 minutos.

Enquanto isso, preparou-se a aparelhagem de filtracdo na capela de
exaustdo. A massa do funil de vidro sinterizado foi medida e o funil, colocado sobre
um kitassato de 1 L, usando-se um conector. Por fim, conectou-se uma bomba de
vacuo ao kitassato para iniciar a filtracao.

O conteudo do baléo foi transferido para o funil, com uma agitacdo constante
para evitar a perda de precipitado no interior do funil. Com &gua destilada, lavou-se
o erlenmeyer e transferiu-se o conteudo para o funil, tanto para ndo ocorrerem
perdas de holocelulose, quanto para lavar o material recolhido. O precipitado
recolhido no funil foi enxaguado até que o filtrado tivesse um pH préoximo ao da agua
utilizada. Verificando-se a proximidade da neutralidade, fez-se uma lavagem com um
pequeno volume, de cerca de 10 mL a 20 mL de acetona ou de metanol, seguida de
mais um enxague com bastante agua destilada.

O funil, entédo, foi levado para uma estufa a 105°C e seco até adquirir massa
constante. Apesar das variagbes que ocorrem para diferentes materiais, pode-se
indicar um tempo de 18 horas como um parametro inicial para a secagem, e, a partir
dele, realizar adaptacbes de metodologia. ApGs a secagem, levou-se o conjunto
funil-holocelulose ao dessecador por pelo menos 30 minutos, até atingir a
temperatura ambiente, e mediu-se a massa do funil somada a massa de
holocelulose, em uma balanga analitica.

Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra (MA); e
na massa do funil somada a massa de holocelulose, apés a secagem em estufa

(MFH), pode-se calcular o teor de holocelulose (TH%), conforme a Equacéao 5:

MFH — MF
—X

%TH = VA

100 (5)
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3.3.6. Determinacéao de Alfacelulose

Pesou-se cerca de 1 g da holocelulose seca obtida, colocando-se em um
almofariz, & temperatura ambiente. Adicionou-se 15 mL de uma solucdo de NaOH a
17,5%, aguardou dois minutos de contato entre a solucdo e a celulose, e, entéo,
comecou-se a triturar o material por oito minutos. Terminado esse tempo, adicionou-
se 40 mL de agua destilada ao almofariz, e transferiu-se o0 conteudo,

quantitativamente, para o funil.

O conteudo do almofariz foi transferido para o funil com uma agitacao
constante, para evitar a perda de precipitado no interior do instrumental. Lavou-se
bem o almofariz com &gua destilada, transferindo-se para o funil. O precipitado
recolhido no funil foi enxaguado até que o filtrado tivesse um pH proximo ao da agua

utilizada.

O funil foi levado para uma estufa a 105°C, e seco até adquirir massa
constante. Ap6s a secagem, colocou-se o conjunto funil-holocelulose em um
dessecador, por pelo menos 30 minutos, para atingir a temperatura ambiente, e
mediu-se a massa do funil somada a massa de alfacelulose, em uma balanca

analitica.

Com base na massa do funil limpo e seco (MF); na massa da amostra de
holocelulose (MAH); e na massa do funil somada a massa de alfacelulose, apos a

secagem em estufa (MFA), pode-se calcular o teor de alfacelulose (TA%), conforme

a Equacéao 6:
v = MEAZME 00 6
O T T MAH (6)

Conhecendo-se os valores de holocelulose e de alfacelulose, pode-se entéo,

por meio do célculo da diferencga, determinar o teor de hemicelulose.
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3.3. Determinagéo de Carbono Orgéanico

A determinacao de carbono organico foi realizada segundo o método BRASIL

(2005), utilizando-se a seguinte Equacao 7:

%MO

%CO = 7

Onde, f é o fator de conversédo de C para matéria organica, face ao conceito de que
o teor de C da matéria organica do solo é igual a 58%, sendo entdo igual a
1,724 (EMBRAPA, 1999);

% MO, o teor de matéria organica, determinado por:

M1 — M?2
¥X1

% MO = M1

00 (8)

Onde, M1 = %U = amostra iumida (g)
M2 = %C = massa apés queima a 550°C (g)

3.3.4. Determinacéao de Nitrogénio total

O teor de nitrogénio total (%N) foi determinado pelo método semi-micro
Kjeldahl adaptado do teor de proteina bruta, por espectrofotometria UV-visivel a 410
nm, segundo o método descrito em Le Poidevin e Robinson (1964). Em tubos de
ensaios adicionou-se 0,1 gramas das amostras, 50 mg de sulfato de sédio, 7 a 10
gotas de sulfato de cobre a 5% e 5 mL de &cido sulfirico PA. Os tubos foram
levados a placa digestora para serem aquecidos gradativamente até a temperatura
de 350°C. Em seguida foram deixados nesta temperatura até que a solucéo
apresentasse coloracédo verde claro. Apos resfriamento das amostras digeridas, o
conteudo dos tubos foi transferido com o auxilio de agua destilada para balbes
volumétricos de 100 mL os quais foram aferidos. Dos baldes de 100 mL, foram

retirados 1 mL das amostras e colocados em outros baldes volumétricos de 50 mL,
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nos quais foram adicionados 1 mL de hidréxido de sédio a 10%, 1 mL de silicato de
sodio a 20% e 2 mL do reativo de Nessler. Os baldes volumétricos de 50 mL foram
aferidos com agua destilada e deixados em repouso por 30 minutos. Apds esse
periodo foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro num comprimento de
onda de 410 nm. Paralelamente foram feitas amostras em branco sem colocar 0,1
gramas das amostras. O teor de nitrogénio total (%N) das amostras foi calculado

através da Equacao 9.

% N = (abSamostra — @bSpranco) X f ©)

Onde, absamostra = Leitura da absorbancia da amostra
abspranco = Leitura da absorbancia do branco

f = fator da curva de calibracdo

3.4. Preparacao dos substratos

O inéculo fungico foi cultivado em meio sdlido, contendo farelo de palha de
milho verde suplementado com bagaco de cana-de-acucar (substrato 1) e bagaco de
coco verde suplementado com farinha de soja (substrato 2), nas proporcoes
adequadas para se obter C/N 90 e umidade para 70% da capacidade maxima de
retencdo de agua (BALLAMINUT E MATHEUS, 2007).

O ajuste da relacdo C/N dos substratos solidos foi feito através da
determinacao de carbono e nitrogénio total de cada componente, calculado através
da seguinte expressao (EMBRAPA, 2001), com adaptagéo:

PMRC — (90 x Nn) —Cn 10
~ Cc—(90 x Nc) (10)

Onde, PMRC = partes de material rico em carbono
Nn = teor de nitrogénio do material rico em nitrogénio
Cn = teor de carbono do material rico em nitrogénio
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Cc =teor de carbono do material rico em carbono

Nc = teor de nitrogénio do material rico em carbono

3.5. Analise qualitativa do crescimento microbiano

Através da observacdo visual dos frascos, foram determinados quais dos
substratos apresentaram maior desenvolvimento micelial. Os fungos foram
observados e determinados de acordo com o padréo adaptado da ASTM G21-90
(1990), apresentando as seguintes faixas de crescimento:

(-) auséncia de crescimento;

(+) pouco crescimento com turvacdo 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 metade a todo frasco.

3.6. Processo fermentativo

A Figura 8 apresenta as etapas do processo de fermentacdo em estado

sélido, para a producado das enzimas lacase e endoglicanase (CMCase).
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Figura 8 — Etapas do processo de fermentagdo em estado sélido.
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Fonte: Patricia Marinho.

3.6.1. Microrganismo e in6culo

Utilizou-se o isolado de fungo basidiomiceto de podridao branca, o Psilocybe
castanella CCIBt 2781, sendo este, um basidiomiceto da familia Strophariaceae que
ocorre em solo. O microrganismo pertencia a Colecdo de Cultura do Instituto de
Botanica (CCIBt) de Séo Paulo, SP e foi mantido por repigues sucessivos a 4°C, em
meio agar extrato de malte (MEA) 2% (2% extrato de malte, 0,1% peptona, 2%
glicose e 1,5% de agar).

Para preparo do indculo, o fungo foi previamente cultivado em placas de Petri
contendo MEA 2%, incubadas a 25°C até que o micélio colonizasse 3/4 da superficie
da placa (Figura 9). Foi utilizado como inéculo 1/6 do micélio fungico cultivado da

placa, para cada frasco contendo substrato solido.
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Figura 9 - Coldnia de Psilocybe castanella CCIBt 2781 em MEA (2%)

Foto: Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), UFCG, 2012.

3.6.2. Preparacéo do sistema de cultivo, inoculagédo e incubacéo

As fermentagOes foram realizadas em duplicata, em frascos de vidro contendo
20 g de substrato (Figura 10). Como substratos, utilizou-se palha de milho verde
suplementado com cana-de-agucar e bagaco de coco verde suplementado com
farinha de soja, de modo a ajustar a relacdo C/N para 90. A umidade inicial do meio
foi ajustada para 70% (base Uumida) pela adicdo de um volume definido de agua
destilada determinado através do balango de massa, conforme a Equagédo 11.

m; (U,_U;)
(9 ) = =T (1)

Onde, Vaa = volume de agua a ser adicionada ao meio
m; = massa do meio a ser umidificado
U, = umidade do meio
U, = umidade do meio desejada

Através de um planejamento, foram realizados 8 ensaios, onde a cada frasco
foram adicionadas diferentes combinacées com as quantidades de mediadores
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(emulsado de 6leo vegetal (1mL), Tween 80 (0,1 mL) e Azul Brilhante de Remazol R
(RBBR) 2% (1 mL)) e 1/6 de in6culo fungico.

Os experimentos foram conduzidos a temperatura (28°C) e umidade controlada
(70%), em camara incubadora (modelo MA1415/780 Marconi) e em diferentes tempos de
fermentacdes (15, 30, 45, e 60 dias).

Figura 10 - Sistema de cultivo de P. castanella

Foto: Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB), UFCG, 2012.

3.6.2.1. Controle bi6tico

Foram utilizados os frascos contendo os substratos inoculados apenas com
0s microrganismos. Desta forma, eliminou-se a interferéncia das caracteristicas dos
mediadores. Este controle foi realizado em duplicata, sendo dois frascos para cada

periodo de incubacéo.

3.7. Extracao das enzimas

A extracdo do complexo enzimatico foi realizada segundo o procedimento
descrito por Moreira-Neto (2006). Finalizado o tempo de fermentacao, a cada frasco
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foram adicionados 60 mL de solucdo tampé&o de acetato de sddio com pH 4,8 a 50
mM (1:3 m/v). Essa suspenséao foi agitada manualmente durante 5 minutos, seguida
de agitacdo a 120 rpm por 1 h em incubadora com agitacdo orbital (modelo MA420
Marconi). A suspensao contendo o extrato enzimatico bruto foi extraida por meio da
filtracdo em papel de filtro qualitativo, e a solugéo obtida foi transferida para frascos
vazios, armazenados em geladeira e utilizado para a determinacdo das atividades

enzimaticas.

3.7.1. Determinacdo das atividades enziméticas

3.7.1.1. Lacase (Lac)

A atividade da lacase foi determinada pela oxidacdo do ABTS. A mistura foi
utilizada usando 0,75 mL de tampao 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 enzimético. Com a adicao do ABTS a reacdo foi iniciada e sua
oxidacdo, acompanhada pelo aumento da absorbéncia a 420 nm no
espectrofotdometro Bel Photonics 2000 UV. Uma unidade de atividade enzimética (U)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 ymol de ABTS por

minuto, sendo a atividade enzimatica aqui expressa em U/L, calculada usando a

Equacéo 12:
Agps X 10
U — abs
/L e XRXt (12)

Onde, Aaps = absorbancia (final — inicial)
¢ = absorcdo molar (e420 nm = 36.000 M*cm™)
R = quantidade de extrato enzimatico utilizado (mL)

t = tempo de reac&o (min)
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3.7.1.2. Endoglicanase (EGS)

A atividade cinética da enzima endoglicanase, também chamada de
carboximetilcelulase (CMCase), foi determinada por meio da dosagem dos acUcares
redutores produzidos na degradacdo enzimatica da carboximetilcelulose (CMC) a 1%
m/v diluido em solucdo tampao de acetato de sédio 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 tampao de acetato de
sédio, 1,0 mL de extrato enzimatico bruto e 1,0 mL de CMC (1% m/v); controle da reacéo
— 1,0 mL do mesmo tampéo e 1,0 mL de extrato enziméatico; branco da reacdo — 1,0 mL
de agua destilada e 1,0 mL de DNS. A reacéo foi interrompida com a adi¢do de 1,0 mL
DNS. Os tubos foram submergidos em banho-maria (Solab) a 50°C por 60 minutos, e
apos esse tempo foram adicionados 1,0 mL de agua destilada e, posteriormente, foi
efetuada a medicao 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 ymol de acgulcares redutores por minuto
a 50°C, sendo a atividade enzimatica expressa em U/g, calculada seguindo a Equacéao
13.

ARLiberado X 106 _ (ARCom cMCc — ARSem CMC) X 106
180 x 60 180 x 60

cMcase (V/g) = (13)

Onde, AR = acgucares redutores
180: massa da glicose
t = tempo de reacédo (t = 60 min)



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizagao fisico-quimica dos residuos secos
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Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados obtidos da caracterizacdo dos

residuos secos.

Tabela 6 - Valores médios e desvio padréo* dos parametros analisados na caracterizagéo

fisico-quimica dos residuos.

Farelo de Bagaco de .
R Bagaco de Farinha de
Parametros palha de cascade _
_ _ cana soja
Analisados milho verde coco verde
Umidade (b.u.) (%) 7,78 (0,11) 7,8 (0,16) 9,62 (0,07) 4,97 (0,07)
Umidade (b.s.) (%) 8,44 (0,13) 8,11 (0,0) 10,64 (0,08) -
Cinzas (%) 2,47 (0,06) 0,97 (0,08) 3,61 (0,12) 3,42 (0,74)
Extrativos (%) 18,01 (0,37) 6,1 (0,17) 10,50 (0,08) -
Lignina (%) 8,07 (0,36) 14,92 (0,0) 24,93 (0,53) -
Holocelulose (%) 63,58 (1,14) 70,71 (1,09) 45,54 (0,61) -
Alfacelulose (%) 53,68 (2,06) 36,43 (0,69) 27,07 (0,51) -
Hemicelulose (%) 9,90 34,28 18,47 -
Carbono (%) 56,33 45,0 31,43 18,09
Nitrogénio (%) 0,4 0,23 0,27 7,2

* indicado pelos valores entre parénteses.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores obtidos na analise estdo, de um modo geral, dentro da faixa de
valores encontrados na literatura. Normalmente ndo séo encontrados valores fixos
para cada analise, mas sim uma faixa de valores. Isso ocorre porque a constituicao
final de cada planta sofre varios tipos de influéncia, como clima (temperatura,
umidade), constituicdo do solo, infec¢cdo e pragas, método de plantio, época de
colheita e outros, fazendo com que plantas de mesma espécie apresentem

composicoes diferentes.
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As umidades encontradas estdo dentro dos valores recomendados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estabelece o maximo de
15% (b.u.). Assim, considera-se que esses materiais possuem boa estabilidade

fisica e quimica, podendo ser armazenados em temperatura ambiente.

Na fermentacdo em estado sélido, a quantidade de agua livre presente nos
substratos é um dos fatores que mais afetam o crescimento microbiano e a formacao
de produto, pelo fato de determinar a quantidade de agua inicial disponivel para o
microrganismo e por fazer com que o substrato se dilate, facilitando assim, a
penetracdo do micélio para a utilizacdo do substrato (MURTHY et al., 1993). Sendo
assim, existe uma necessidade de umidificar esse substrato para que o
microrganismo se desenvolva. Nesse caso, a umidade inicial do meio foi ajustada
para 70% (base umida) pela adicdo de um volume definido de &gua destilada,

determinado através do balan¢co de massa.

Observa-se que os teores de cinzas nas biomassas variaram entre 0,97 a
3,61%. O resultado encontrado no farelo de palha de milho verde (2,47%) foi
superior ao encontrado por Salazar et al. (2005), de 1,52%, visto que o resultado
encontrado para o bagaco de cana-de-acucar (0,97%), foi inferior ao encontrado por
Paturau (1989), com 2,2%. Para o bagaco da casca de coco verde (3,61%), o
resultado foi superior ao encontrado por Guedes (2010), com 2,27%. Para farinha
de soja o valor obtido (3,42%) foi inferior ao observado por Pringle (1974), de 4,5%.
As variacfes nos valores podem ser atribuidas em razéo da localizacdo geogréfica

dos locais de cultivo, além da variedade do vegetal utilizado em cada trabalho.

No farelo de palha de milho verde as porcentagens de carbono e nitrogénio
encontradas foram de 56,33% e 0,4%. Blanco (2014) trabalhando com os mesmos
residuos, obteve valores superiores, 96,75% e 0,48%, respectivamente. Barbieri e
Barcelos (2009) trabalhando com bagaco de cana-de-agucar, encontraram 37,81%
para o carbono e 1,07% para nitrogénio, valores inferior e superior, quando
comparados aos do presente trabalho. Salazar e Leado (2006) trabalhando com fibra
de coco, obtiveram resultados de carbono (45,39%) e nitrogénio (0,19%). Para a
farinha de soja, o resultado de nitrogénio encontrado (7,2%) corrobora com Eira
(2014), que obteve 7,38% trabalhando com farelo de soja. O resultado obtido para o

carbono (18,09%) foi inferior ao encontrado pelo autor (31,8%).
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O percentual de lignina encontrado para o bagaco de cana-de-agUcar
(14,92%) foi inferior ao encontrado por Gouveia (2009), que foi de 22,1%. Guedes
(2010), trabalhando com casca de coco, obteve valor superior (43,71%) ao
encontrado nessa pesquisa. Para o farelo da palha de milho verde, o percentual de
lignina encontrado foi inferior ao observado por Salazar et al. (2005), de (14,14%).

Avaliando os teores de holocelulose encontrados para os residuos utilizados,
observa-se que os valores encontrados neste trabalho sdo bem préximos dos
encontrados na literatura, como encontrado por Salazar et al. (2005) no subproduto

da agroindustria do milho, que foi de 57,49%.

4.2. Analise qualitativa do crescimento microbiano

Nas Tabelas 7 e 8 sdo apresentados os resultados obtidos para o crescimento
microbiano, determinado por observacgao visual, de acordo com o padrao adaptado da
ASTM G21-90 (1990). Os resultados estédo organizados em funcdo 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 incubacao, para

os dois substratos utilizados.

Na Tabela 7, observa-se a variagcdo do crescimento microbiano para o substrato a
base de palha de milho e cana-de-agucar. 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 colonizag&o da superficie
foi observada sob acdo do Tween 80 e RBBR, e aos 45 dias em todos os frascos
contendo RBBR, demonstrando uma expressiva descoloragcdo do RBBR, mantendo-se
até os 60 dias. Nesse sentido, pode-se dizer que houve influéncia da presenca do

corante sobre o aumento de biomassa de P. castanella.
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Tabela 7 — Efeito dos mediadores sobre o crescimento microbiano durante a fermentacéo
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 + + " A
Tween 80 e RBBR +++ +++ +++ 44
Oleo, Tween 80 e RBBR - ++ +H+ +++

Legenda: (-) auséncia de crescimento; (+) pouco crescimento com turvacdo 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

metade a todo frasco.

Fonte: Dados da pesquisa.

Na Tabela 8, 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 colonizacdo méaxima, com posterior reducao
desse crescimento, notavelmente nos frascos contendo RBBR. N&o foi detectada

influéncia da presenca do corante sobre o aumento de biomassa de P. castanella.
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Tabela 8 - 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 ++ +++ ++ ¥

Oleo ++ 4+ ++ .

Tween 80 ++ +++ ++ ++
Oleo e Tween 80 ++ i ++ +
RBBR ++ +++ + +
Oleo e RBBR ++ e+ + +

Tween 80 e RBBR ++ +++ + 44
Oleo, Tween 80 e RBBR ++ 4+ + +

Legenda: (-) auséncia de crescimento; (+) pouco crescimento com turvacdo 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

metade a todo frasco.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3. Atividades enziméaticas

4.3.1. Lacase

Nas Figuras 11 e 12 estdo apresentados os perfis cinéticos das atividades de
lacase, determinada pela oxidacdo do ABTS. Observa-se que a variacdo da atividade
enzimatica ocorreu em funcdo do tempo de fermentacdo (15, 30, 45 e 60 dias), a
temperatura (28°C) e umidade (70%) constantes. A maior atividade enzimatica de lacase
foi de 113,12 U/L, alcancada no 30° dia para o substrato de bagaco de coco verde
suplementado com farinha de soja, sob acdo de todos os mediadores (Figura 11). A
maxima producdo de atividade de lacase neste periodo, coincide com o aumento de

biomassa de P. castanella.
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Figura 11 — Perfil cinético de producao de lacase em bagaco de coco verde e farinha de
soja, na umidade inicial 70% a 28°C.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 12, para o substrato a base de milho e cana-de-aclUcar, 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 éleo
vegetal e Tween 80, e do RBBR. Nesta condicdo de cultivo, a adi¢cdo de 6leo vegetal e
Tween 80, bem como RBBR, induziu a atividade de lacase, concordando com
Yamanaka e Machado (2007), que trabalhando com meio de cultivo sintético observaram
gue, 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 producéo de cerca de 100 UL™

desta atividade enziméatica aos 12 dias de cultivo.
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Figura 12 — Perfil cinético de producéo 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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Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2. CMCase

Na Figura 13, observa-se a variacdo da atividade de endoglicanase (CMCase) em
funcdo do tempo de fermentacdo. Observou-se que a maior atividade enzimatica (0,29
U/g) ocorreu para o substrato a base de palha de milho verde e cana-de-acucar, 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 maxima producdo de
atividade de CMCase provavelmente pode ser explicada pelo o aumento de biomassa de

P. castanella, como pode ser observado na Tabela 5.

Rodriguez-Zuiiga et al. (2011) trabalhando com residuo de cana-de-agucar
obtiveram em 72 h de fermentacao, atividade de 0,3 U/g, utilizando Aspergillus Niger.
Lins (2012) em estudo de producédo de celulases com bagacgo 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, utilizando Trichoderma sp., atividade enzimatica de 0,733 U/g, em
66 horas de fermentacéo.



70

Figura 13 — Perfil cinético de producao de CMCase em palha de milho verde e bagaco de
cana-de-agucar, na umidade inicial 70% a 28°C.
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5. CONCLUSAO

Em funcdo dos dados obtidos, pode-se concluir que a bioconversdo dos
residuos palha de milho verde suplementado com cana-de-agucar e bagaco de coco
verde, suplementado com farinha de soja sob fermentacdo em estado solido com o
auxilio do microrganismo Psilocybe castanella CCIBt 2781 é uma alternativa de
obtencdo da enzima lacase, apresentando-se o residuo a base de milho e cana
como uma matéria-prima viavel para a producéo de endoglicanase (CMCase).

Os dados deste estudo permitiram também evidenciar a capacidade de P.
castanella de degradar o corante Azul Brilhante Remazol R em meio de cultivo
utilizado, 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

condicles avaliadas.
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