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RESUMO

LOPES, Leandro de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, julho de
2018. Producao, purificacao e caracterizacao de enzimas lignoceluloliticas
e lipoliticas fungicas produzidas em residuo de macauba (Acrocomia
aculeata). Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Coorientadores: José
Maria Rodrigues da Luz, Marliane de Cassia Soares da Silva e Wilton Soares
Cardoso.

Espécies de basidiomicetos possuem a capacidade de crescer em uma série de
residuos agricolas produzindo um complexo enzimatico composto por varias
enzimas lignoceluloliticas. Neste trabalho os fungos Lentinula edodes isolado
UFV 73, Pleurotus ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06, e Pleurotus eryngii
isolado PLE 05, foram avaliados quanto a capacidade de produzirem enzimas
lignoceluloliticas e lipoliticas quando crescidos em residuo de coco de macauba,
e se essa producéao era afetada pelo tempo de crescimento nesse substrato. Foi
realizada a extracao da proteina bruta (EEB) e este extrato foi submetido a
purificagdo por cromatografia por exclusao molecular e posterior caracterizagao
das enzimas quando a temperatura, pH, concentracdo do substrato e
estabilidade térmica. Também foi avaliado se os fungos deste estudo
apresentariam crescimento em meio mineral sélido no qual a unica fonte de
carbono foi 6leo de oliva. Todos formaram halo alaranjado em meio com
rodamina B, indicando a capacidade desse fungo em produzir enzimas com
atividade lipolitica. O isolado UFV 73 apresentou atividade maxima de celulase,
xilanase, lipase, lacase e manganés peroxidase (MnP) aos 37 dias de incubacgao.
Apls as etapas de purificacdo foram obtidos rendimentos de 489% (Lacase),
264% (MnP), 105% (celulase) e 9,5% (xilanase) em relacdo ao EEB. A faixa de
pH 6timo variou entre as enzimas, sendo que lacase e lipase tiveram atividade
maxima em pH 3 e 7, respectivamente. MnP, lacase e lipase tiveram atividade
diretamente proporcional ao aumento da temperatura, enquanto, a atividade de
celulase e xilanase nao teve alteracdo em funcdo desse parametro. A
temperatura de maior atividade para MnP e lacase foi de 30 °C, 42 °C para lipase,
45 °C para xilanase, e a celulase manteve-se estavel em todas as temperaturas
analisadas. Entre os isolados de Pleurotus, o isolado PLO 02 foi o que
apresentou maiores atividades de lacase e xilanase, enquanto o isolado PLO 06
foi o que apresentou maiores atividades de lignina peroxidase, manganés



peroxidase, celulase e lipase. O melhor resultado na purificagdo foi para a lacase
alcancando rendimento de 105% (PLO 02), 315% (PLE 05) e 504% (PLO 06).
As enzimas dos fungos do género Pleurotus apresentaram atividade constante
em todas as temperaturas analisadas, na qual apenas lignina peroxidase e lipase
tiveram picos de atividade em temperaturas proximas a 30 °C. As melhores
atividades para as enzimas lacase, celulase e lipase de Pleurotus ssp. foram em
pH 3. A xilanase permaneceu constante em todas as faixas de pH analisadas. A
LiP e a MnP tiveram pico de atividade em pH 7. De uma forma geral, a atividade
das enzimas de todos os isolados diminuiu nas primeiras duas horas de
incubacao (reducédo média de 79 % na atividade de celulase, 64% na de xilanase,
85% na de MnP, 87% na de lacase, 75% na de lipase e 71% na de LiP),
permanecendo constante apds esse periodo até as 16 h. As enzimas de todos
os isolados seguiram a cinética de Michaelis-Menten. Dentre todos os fungos
testados quanto a capacidade de degradar o corante indigo, o EEPP de PLE 05
foi o que demonstrou maior potencial para descoloracdo, alcancando uma
eficiéncia de 100% apos 24 h. Este é o primeiro estudo utilizando residuos de
coco de macauba para a produgdo de enzimas lignoceluloliticas e lipases,
através da fermentagéo em estado sélido por estes fungos, os quais apresentam
alto potencial de utilizacdo desses residuos para a produgédo de enzimas.
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ABSTRACT

LOPES, Leandro de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Production, purification and characterization of lignocellulolytic and
lipolytic enzymes fungal produced in coconut residue macaw palm
(Acrocomia aculeata). Advisor: Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisors:
José Maria Rodrigues da Luz, Marliane de Céssia Soares da Silva and Wilton
Soares Cardoso.

The species of basidiomycetes are an able to grow in agricultural residues by
producing an enzymatic complex composed of lignocellulolytic enzymes. In this
work, the fungi Lentinula edodes isolate UFV 73, Pleurotus ostreatus isolates
PLO 02 and PLO 06, and Pleurotus eryngiiisolate PLE 05 were evaluated for the
ability to produce lignocellulolytic and lipolytic enzymes when grown in coconut
residue of macaw palm, and if this production was affected by the growth time in
this substrate. The crude protein (CEE) was extracted and this extract was
purified by chromatography of molecular exclusion, and the enzymes where
characterized according to temperature, pH, substrate concentration and thermal
stability. It was also evaluated if fungi of this study were able to grow in solid
mineral medium, in which the only source of carbon was olive oil. All of them
formed orange halo in medium with rhodamine B, indicating the ability of this
fungus to produce enzymes with lipolytic activity. UFV 73 showed maximum
activity of cellulase, xylanase, lipase, laccase and manganese peroxidase (MnP)
at 37 days of incubation. After the purification steps, increasing of yields of 489%
for laccase, 264% for MnP, 105% for cellulase and 9.5% for xylanase were
obtained in relation to CEE. The optimum pH range varied among the enzymes,
and laccase and lipase presented maximum activity at pH 3 and 7, respectively.
MnP, laccase and lipase presented activity directly proportional to the
temperature increase, whereas the activity of cellulase and xylanase did not
change as a function of this parameter. The highest activity for MnP and laccase
was at 30 °C, 42 °C for lipase, 45 °C for xylanase, and for cellulase remained
stable at all temperatures analyzed. Among Pleurotus isolates, PLO 02 showed
the highest laccase and xylanase activity, while the PLO 06 showed the highest
activity of lignin peroxidase LiP, MnP, cellulase and lipase. The best purification
result was for laccase, achieving yield to 105% for PLO 02, 315% for PLE 05 and
504% for PLO 06. All enzymes of the Pleurotus isolates tested showed constant
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activity at all temperatures, in which only lignin peroxidase and lipase had peaks
of activity at temperatures close to 30 °C. The best activities for the laccase,
cellulase and lipase enzymes of Pleurotus ssp. were at pH 3. The xylanase
remained constant in all analyzed pH ranges. The LiP and MnP showed peak
activity at pH 7. In general, the activity of the enzymes of all isolates decreased
in the first two hours of incubation (mean reduction of 79% for cellulase, 64% for
xylanase, 85% for MnP, 87% for laccase, 75% for lipase and 71% for LiP),
remaining constant after this period during 16 h. The enzymes of all isolates
followed the Michaelis-Menten kinetics. Among all the fungi tested for the ability
to degrade the indigo dye, the PLE 05 PPEE showed the greatest potential for
discoloration, reaching an efficiency of 100% after 24 h. This is the first study
using coconut residues of macaw palm for production of lignocellulolytic enzymes
and lipases, through the solid state fermentation by these fungi, which present
high potential of use of these residues for the production of enzymes.
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1. Introducao geral

Ha uma tendéncia crescente a utiliza¢do de residuos agroindustriais para
a geragcao de produtos com valor agregado, como cogumelos comestiveis e

medicinais, etanol, enzimas, acidos organicos, entre outros.

Os fungos de podridao branca sao eficientes degradadores dos residuos
lignoceluloliticos gragcas a sua capacidade de sintetizar enzimas hidroliticas e
oxidativas que sao responsaveis pela degradacdo dos componentes principais
da biomassa vegetal, incluindo a celulose, a hemicelulose e a lignina (Menezes
et al., 2015).

As enzimas lignoceluloliticas sdo aplicadas em industrias quimicas, de
alimentos, de celulose e papel, téxteis, de combustiveis, higiene, de alimentos
para animais e agricola (Manavalan et al., 2015). Para desenvolver tecnologias
comercialmente significativas e de baixo custo de produgdao de enzimas
lignoceluloliticas, varias abordagens podem ser exploradas. Uma abordagem
interessante € a busca por fungos produtores de enzimas mais eficientes, como
por exemplo uma enzima com taxa de conversdo mais rapida com uma menor
concentracdo do substrato. Outra abordagem é a utilizagdo do potencial dos
residuos lignocelulésicos, alguns dos quais contendo concentracdes
significativas de indutores soluveis, garantindo uma producédo eficiente de
enzimas lignoceluloliticas (Manavalan et al., 2015).

Varios subprodutos da agroindustria e fungos de podriddo branca sao
utilizados com sucesso para a produgéo dessas enzimas. Um residuo que vem
sendo gerado amplamente é o proveniente da extracdo do 6leo do coco da
palmeira macauba. No processo de extracdo do 6leo cerca de 24 t/ha/ano de
residuos sdo geradas na regiao do Alto do Paranaiba-MG (Conceicao et al.,
2013).

Este estudo tem o objetivo de avaliar a atividade lignocelulolitica e
lipolitica de L. edodes (UFV 73), dois isolados de Pleurotus ostreatus (PLO 02 e
PLO 06) e um de Pleurotus eryngii (PLE 05) cultivados em fermentacao sélida
no substrato proveniente de residuos do processo de extragcdo do éleo do coco
da macauba.



1.1. Micro-organismos

Os fungos de podriddo branca (FPB) sdao um grupo de microrganismos
que sao capazes de degradar a lignina presente na biomassa vegetal. Os FPB
sdo basidiomicetos tendo como exemplares espécies altamente exploradas
economicamente como Agaricus ssp., Pleurotus ssp. e Lentinula (Vobérkova et
al., 2018). Agaricus € o principal género explorado para a producao de
cogumelos, contribuindo com 30% de todo cogumelo produzido mundialmente,
seguido pelo género Pleurotus com 5 espécies contribuindo com 27% e em
terceiro lugar Lentinula edodes com 17% (Royse, 2014).

Lentinula edodes, conhecido popularmente como shiitake € também uma
boa fonte de carboidratos, proteinas e aminoacidos essenciais tendo baixo
percentual de gordura, alta porcentagem de acidos graxos poli-insaturados e
contém muitas vitaminas e minerais (Rahman et al., 2016). Esse fungo possui
18 tipos de aminod&cidos, polissacarideos, compostos imunomoduladores e
anticancerigenos, sendo estes Ultimos utilizados junto a quimioterapia

convencional (Bisen et al., 2010).

Por ser um fungo com a capacidade de degradar lignina, celulose e
hemicelulose, shiitake pode ser cultivado numa variedade de residuos advindos
da agroindustria como serragem, lascas e cascas de eucalipto (Silva et al.,
2005), graos de centeio (Mata e Savoie, 1998), cascas de carvalho e blocos de
serragem (Ryoo et al., 2017). Essa capacidade de degradar esses residuos é
devido a producao de um complexo enzimatico composto por enzimas oxidativas
e hidroliticas, no qual a degradacao da celulose varia de 35,4 a 74,0%; de
hemicelulose, de 8,4 a 63,4%; e lignina entre 5,3 a 62,1% (Leatham, 1985).

Pleurotus ssp. séo um grupo de fungos cosmopolitas crescendo em
troncos de arvores em decomposicao sendo conhecidos popularmente como
cogumelos ostra, possuindo alto valor nutritivo e propriedades terapéuticas, além
de uma variedade de aplicagdes biotecnoldogicas e ambientais (Knop et al.,
2015). Esse género tem a capacidade de colonizar diversos residuos advindos
da agroindustria incluindo palha de arroz, palha de milho, palha de café, palha
de trigo, casca de coco, casca de amendoim, bagaco de cana que sao deixados

no embiente (Chanakya et al., 2015).



A sintese enzimatica de L. edodes e Pleurotus ssp. esta relacionada
principalmente ao tipo de substrato utilizado para o seu cultivo. A concentracao
de enzima secretada pelo fungo é alterada pelo uso de substratos podendo ser
produzidas celulases (endoglicanase, exoglicase e beta-glicosidase),
pectinases, hemicelulases e ligninases (Ozgelik e Aysun, 2007). A producao
destas enzimas pelo micélio é uma etapa crucial do processo de colonizag¢ao do
substrato e € um fator determinante para o rendimento produtivo dos cogumelos.
Depois de sintetizadas, estas enzimas s&o secretadas no meio extracelular e

estdo envolvidas no processo de degradagéo do substrato (Regina, 2009).
1.2. Enzimas Lignoceluloliticas e lipoliticas

As enzimas lignoliticas oxidativas s&o classificadas em fenol oxidases e
heme peroxidases. As enzimas fenol oxidases incluem as lacases, enquanto que
as hemes peroxidases incluem manganés peroxidase, versatile peroxidase e
lignina peroxidase. Também estdo envolvidas na degradacdo da lignina,
algumas enzimas acessorias, como a aril-alcool oxidase, glioxal oxidase e
glicose-1-oxidase que geram o peréxido de hidrogénio (H202) exigido pelas
peroxidases, responsavel pela oxidacao inicial de compostos aroméaticos (Falade
et al., 2017).

A lignina peroxidase (LiP) é encontrada em muitos fungos de podridao
branca e foi a primeira enzima lignolitica descrita por Tien e Kirk (1984). A Lip é
uma glicoproteina que possui um atomo de ferro como grupo prostético. Sua
massa molecular varia de 38 kDa a 43 kDa, possuindo 343 residuos de
aminoacidos, pontos isoelétricos variando de 3,3 a 4,7 e um pH 6timo em torno
de 3,0 com alcool veratrilico como substrato. O pH 6timo acido de LiP diferencia-
a de outras peroxidases (Tien and Kirk 1984; Falade et al, 2017). A LiP tem a
capacidade de oxidar compostos fendlicos e néo fenodlicos (Falade et al., 2017).
Essa enzima possui um residuo de triptofano exposto que faz a transferéncia de
elétrons para os substratos e a variacdo desse residuo € um fator capaz de
modular a atividade enzimatica (Furukawa et al., 2014).

A manganés peroxidase (MnP) foi descrita pela primeira vez por
Kuwahara et al., (1984) no fungo Phanerochaete chrysosporium. A MnP contém

um sitio catalitico de ligagdo ao Mn?* que é formado por trés residuos &cidos
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(dois Glu e um Asp). (Hammel e Cullen, 2008; Hofrichter et al., 2002). Essa
peroxidase possui um grupo prostético heme, utiliza o H202 como co-substrato
e é capaz de catalisar a oxidagcdo de Mn?* a Mn3+. Este ion complexa-se com
acidos organicos como por exemplo, oxalato e/ou malonato e este complexo é
capaz atacar a estrutura recalcitrante da lignina. Assim, MnP é uma enzima
chave na degradacao de lignina por fungos da podriddao branca (Hofrichter,
2002). A MnP de L. edodes apresenta massa molecular no intervalo de 38 a 62
kDa e sdo consideradas acidas (pH 3 a 5) de acordo com o ponto isoelétrico,
embora, algumas enzimas neutras ja tenham sido relatadas (Hofrichter, 2002).
Essa enzima degrada principalmente compostos fendlicos, embora a oxidacao
de substratos nao fendlicos tenha sido verificada durante o processo conhecido
como peroxidacao lipidica (Bao et al., 1994). A MnP é utilizada em estudos de
biodegradacdo da lignina, (Hilden et al., 2000), hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (Bogan e Richard, 1995), acidos humicos (Hofrichter et al., 1998),

corantes sintéticos e poluentes clorados (Hermann et al., 2013).

As lacases (LaCs) também fazem parte do complexo lignolitico dos fungos
de podridao branca. Essas enzimas tém sido isoladas e purificadas a partir de
fungos, bactérias, plantas, insetos e liquens (Awrence, 2004). As lacases
fungicas apresentam massa molecular entre 40 e 100 kDa e ponto isoelétrico em
torno de pH 4,0 (Mansur et al., 2003). As LaCs pertencem a familia das enzimas
multicobre oxidases azuis por possuirem 4 atomos de cobre distribuidos em trés
dominios de seu sitio ativo (T1, T2 e T3) que séo reduzidos enquanto o substrato
€ oxidado e a agua é obtida como subproduto da reducdo do oxigénio
(Subramanian et al., 2014). Dependendo do potencial redox (PR), as lacases sé&o
classificadas em PR baixo (0,4-0,6 V) e PR alto (0,6-0,8 V) (Klonowska et al.,
2002; Subramanian et al., 2014).

Para que ocorra a oxidagdo da lignina, por qualquer dessas enzimas
descritas, é necessario peréxido de hidrogénio. Este € produzido durante a agao
de algumas enzimas como a Aril-alcool oxidases (AAO) que fornecem um
suprimento constante de péroxido de hidrogénio que servira como substrato para
as peroxidases que degradam a lignina (Ferreira et al., 2015). O H202 € gerado
durante a desidrogenacao oxidativa de alcoois poliinsaturados usando oxigénio
molecular como o aceptor final de elétrons (Ferreira, et al., 2015).



As celulases tém sido amplamente estudadas quanto a sua importancia
na conversao de biomassa e outros materiais celulésicos que, de outra forma,
séo considerados residuos. Essas enzimas séo utilizadas na industria de papel,
industria téxtil, biocombustivel como fonte de energia renovavel, alimentos para

animais e detergentes (Behera et al., 2017).

Assim, como as enzimas ligninoliticas, as celulases sdo um grupo de
enzimas responsaveis pela degradacdo da parede celular vegetal. Elas
catalisam a hidrélise da celulose, liberando produtos de baixa massa molecular
como as hexoses. As celulases incluem endoglicanases (Endo-1,4-3-glicanase,
EGs), celobiohidrolases (Exocelobiohidrolase, CBHs) e B-glicosidases (BGs)
(Dashtban et al., 2010). Em fungos, as enzimas desse complexo sao
classificadas conforme a regiao de agao na fibra celulolitica, compreendendo trés
classes de enzimas (Teeri, 1997): As endoglicanases clivam ligagdes internas
nas microfibrilas localizadas nas regides amorfas da celulose, diminuindo seu
tamanho e gerando novas extremidades livres; As exoglicanases do tipo |
atacam as extremidades redutoras. As exoglicanases do tipo Il hidrolisam as
extremidades n&o-redutoras da fibra, liberando glicose e celobiose como
produtos. Esta celobiose liberada € hidrolisada a glicose pelas B-glucosidases
(Teeri, 1997). Os fungos s&o os organismos mais amplamente estudados para
producdo de celulases, devido a sua capacidade de produzir maiores
quantidades desse complexo enzimatico em comparag¢ao aos outros organismos
(Dashtban et al., 2010).

Outra enzima importante na degradacdo da biomassa vegetal sdo as
xilanases. Estas agem na porcdo hemiceluldésica dos residuos vegetais. As
xilanases sao enzimas extracelulares produzidas principalmente por bactérias e
fungos que hidrolisam aleatoriamente as ligagbes [(-(1—4) da xilana e de
xilooligossacarideos (Beg et al., 2001). Essas enzimas sao classificadas em dois
grupos. O primeiro grupo inclui as enzimas de massa molecular baixa (< 30 kDa)
e ponto isoelétrico basico e outro grupo é formado por aquelas de massa
molecular elevada (>30 kDa) e ponto isoelétrico acido. A maioria das xilanases
apresentam massa molecular entre 6 a 80 kDa, estaveis entre 40 e 60 °C e pH
6timo na faixa de 4,5 a 6,5. Essas enzimas sdo amplamente utilizadas na
industria alimenticia para melhorar a qualidade das massas, na produgédo de
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racao animal, industrias de papel e celulose e na producédo de biocombustiveis
(Butt et. al., 2008).

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases) s&o outro grupo de enzimas
produzidas por alguns fungos que catalizam a hidrélise de triacilglicerdis em
glicerol e acidos graxos livres (Kumar et al., 2012). As lipases sdo enzimas que
agem nas ligagdes ésteres de 4cidos carboxilicos de cadeia longa e cadeia curta,
respectivamente (Sperb et al., 2015). As lipases comerciais sdo obtidas a partir
de microrganismos que produzem e excretam uma grande variedade dessa
enzima extracelularmente. Essas enzimas produzidas por microrganismos tém
potencial para uma variedade de uso industrial, tal como na producao de
alimentos, detergentes, no tratamento de aguas contaminadas com residuos, em
medicamentos, cosméticos, industria oleoquimica, laticinios, fabricacdo de

papel, e producao de biossufactantes pela sintese organica (Colla et al., 2010).

1.3. A macauba

Acrocomia aculeata, mais conhecida como macauba, € uma palmeira
pertencente a familia Arecaceae. Juntamente com outra espécie, Elaeis
guineans sao consideradas as palmaceas com maior potencial de producao de
6leo no Brasil (Cardoso et al., 2017). A macauba € encontrada em todos os
estados brasileiros, se concentrando principalmente na regidao central no bioma
cerrado onde mais de 44 espécies sdo listadas (Mirisola, 2009). E uma palmeira
perene que se adapta a diferentes ecossistemas, encontrada mais comumente
em regides com chuvas variando entre 1500 e 2000 mm, temperaturas de 15 a
35 °C e altitudes de 150 a 1000 (Motta et al., 2002). Apesar do potencial na
producéo de 6leo e ser a palmeira com maior dispersao no Brasil, sua exploracao

ainda é basicamente de atividades extrativistas (Cardoso et al., 2017).

Devido ao seu alto rendimento na producéo de 6leo, 6,2 ton/ha, 10 vezes
mais que a soja, a macauba tornou-se uma cultura atrativa economicamente
(Tabela 1). Isso torna o éleo de macauba uma das principais matéria-prima para
a fabricacao de biodiesel (Henderson et. al.,1997; Ciconini et. al., 2013; Da Silva

e Teixeira, 2017). A composicao da polpa e da semente possui, respectivamente:



umidade (62,24% e 14,88%), lipideos (29,61% e 27,42%), proteinas (2,58% e
11,72%), carboidrato (6,57% e 46,91%) e cinzas (2,00% e 2,07%) (Silva, 1994).

Tabela 1- Rendimento potencial de biodiesel baseado nas caracteristicas
agronémicas de cada espécie (litros por hectare).

Espécie Litros
Soja (Glicine max) 420
Arroz (Oriza sativa) 770
Girassol (Helianthus anuus) 890
Amendoim (Arachis hipogaea) 990
Mamona (Ricinus communis) 1320
Pinhao bravo (Jatropha curcas) 1590
Abacate (Persea americana) 2460
Coco (Cocos nucifera) 2510
Macauba (Acrocomia aculeata) 4200
Dendé (Elaeis guineenses) 5550

Fonte: Carvalho et al., 2011

No processo de extragdo do bleo, cerca de 23,7 toneladas de residuos
séo geradas na regido do Alto do Paranaiba-MG (Conceigéo et al., 2013). Uma
opcao para aproveitamento desses residuos, poderia ser a producao de enzimas
por fungos da podridao branca e produtores de cogumelos comestiveis, uma vez
que os residuos gerados na extracdo do 6leo sédo ricos em carboidratos,
proteinas e lipideos (Silva, 1994).
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Artigo I: Producao, purificacao e caracterizacao de enzimas
lignoceluloliticas e lipoliticas produzidas por Lentinula edodes em
residuo de macauba

Resumo

Lentinula edodes é um fungo de podridao branca produtor de cogumelos
comestiveis do grupo de podriddo branca. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a capacidade do isolado de L. edodes UFV 73 quanto a producéo de
enzimas lignoceluloliticas e lipoliticas, quando crescido em residuo de coco de
macauba. Apos a inoculacao do fungo nesse substrato, amostras foram retiradas
de cinco em cinco dias, totalizando 5 retiradas, e utilizadas para extragdo da
enzima bruta (EEB), seguida de purificacdo por cromatografia por exclusao
molecular. Posteriormente, as enzimas foram caracterizadas quando a
temperatura, pH, estabilidade e concentracdo do substrato. L. edodes
apresentou crescimento em meio minimo solido no qual a unica fonte de carbono
era 6leo de oliva, além da formacgao do halo alaranjado em meio com rodamina
B que indica a capacidade de produzir enzimas lipoliticas. O cultivo de L. edodes
em residuo de macauba demonstrou atividade enzimatica maxima aos 37 dias
de incubacdo. Apds as etapas de purificagdo o rendimento da lacase foi de
489%, da MnP 264%, da celulase 105% e da xilanase de 9,5% em relagao ao
EEB. A temperatura 6tima de atividade para a celulase néao se alterou em toda a
faixa analisada. A xilanase teve pico de 0,57 mmol L"'min - na temperatura de
45 °C. A MnP teve atividade maxima de 40 mmol L-'min -"a 30 °C. A lacase teve
atividade méaxima de 181 mmol L-'min - a 60 °C e lipase pico de 0,11 mmol L-
'min - a 37 °C. A faixa de pH étimo variou entre as enzimas. A celulase e a
xilanase mantiveram a atividade constante em todos os pHs. A MnP e Lacase
tiveram atividade méaxima em pH 3 alcangando 50 mmol L-'min ' e 290,50 mmol
L-"min -, respectivamente. A lipase teve maximo de atividade em pH 7 com 46
mmol L"'min -. MnP, lacase e lipase tiveram atividade diretamente proporcional
ao aumento da temperatura, enquanto, a atividade de celulase e xilanase nao
tiveram alteracdo em funcdo desse parametro. Todas as enzimas analisadas
neste estudo seguiram a cinética de Michaelis-Menten. A celulase apresentou
valores de 1,89 mg mL para Km e Vmax de 0,0297 mmol L'min -'; a xilanase
0,0695 mg mL™" para Km e Vmax 0,173 mmol L-'min -'; A MnP 0,93 mg mL™" para
Km e Vmax de 18,69 mmol L' min -'; A lacase 272,7 mg mL™" para Ku e Vméx de
454,54 mmol L''min '; e a lipase 131 mg mL-" para Km e Vméx de 24,39 mmol L-
'min -'. De uma forma geral, as enzimas apresentaram um decaimento
acentuado na atividade nas primeiras 4 h (reducdo de 88 % na atividade de
celulase, 98% na de xilanase, 99% na de MnP, 99% na de lacase e 86% na de
lipase), se estabilizando apds esse periodo até as 16 h analisadas. O EEPP
apresentou capacidade de descolorir 0 corante indigo numa taxa média de 40%,
demostrando, sua aplicabilidade no tratamento de efluentes contaminados por
corantes de industrias téxteis.
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1 Introducao

Os residuos agroindustriais sdo fontes abundantes de celulose,
hemicelulose e lignina. Em muitos paises esses residuos sdo dispostos no meio
ambiente sem tratamento adequado, causando muitos danos ao mesmo
(Dashtban et al., 2009). Com a crescente expansao das atividades
agroindustriais, grandes quantidades de residuos lignoceluloliticos sdo gerados
anualmente. No Brasil, 597 milhdes de toneladas de residuo s&o produzidos
apenas da exploracao do milho, cana-de-agucar, arroz, mandioca, trigo, citrico,
coco e grama (Ferreira — Leitdo et al., 2010). Muitos esforcos vém surgindo com
0 objetivo de converter esses residuos em produtos de valor econdmico,
incluindo enzimas para aplicagdes industriais e biotecnologicas, apesar do custo
para produzir as mesmas ainda ser muito alto. Uma possivel solucéo para vencer
esse obstaculo € o cultivo de fungos nesses residuos, e a produgédo de enzimas
como celulases, hemicelulases e ligninases nos mesmos, reduzindo

significamente o custo alto do processo (Martins et al., 2011).

Um subproduto da agroindustria que tem sido gerado nos ultimos anos é
o residuo do coco da macauba (Acrocomia aculeata), que é formado a partir da
extracao do 6leo do fruto dessa palméacea. Na regido do Alto do Paranaiba, em
Minas Gerais, cerca de 24 toneladas por ano desse residuo vém sendo gerado
(Conceicao et al., 2013). Pertencente a familia Arecaceae, a macauba é uma
das espécies de palmacea com maior potencial de producao de 6leo no Brasil
(Cardoso et. al., 2017), podendo ser encontrada em todo territério brasileiro,
sendo encontrada principalmente no bioma cerrado onde mais de 44 espécies
séao listadas (Mirisola, 2009).

O basidiomiceto Lentinula edodes, pertence ao grupo de fungos de
podriddo branca por ter a capacidade de degradar a lignina, celulose e
hemicelulose presente na biomassa vegetal. L. edodes, mais conhecido como
shiitake, é o segundo fungo produtor de cogumelos mais consumido no mundo,
sendo uma boa fonte de carboidratos, proteinas e aminoacidos essenciais, com
baixo percentual de gorduras, alta porcentagem de &acidos graxos poli-
insaturados e também contém muitas vitaminas e minerais (Rahman et al.,

2016). Por ser um fungo sapréfita podemos encontra-lo crescendo em troncos
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de arvores em temperaturas entre 18 °C a 22 °C e umidade préxima a 90%.
Gracas a sua capacidade de degradar lignocelulose, L. edodes pode ser
cultivado numa variedade de residuos advindos da agroindustria.

L. edodes consegue degradar a biomassa vegetal gragas a sua
capacidade de secretar um complexo enzimatico composto por oxidativas como
lacase e manganés peroxidase e hidrolases compostas principalmente por
celulases e xilanases (Montoya et al., 2015). A atividade e a quantidade de cada
enzima secretada vai depender do tipo de substrato utilizado para o crescimento
do fungo (Ozgelik e Aysun, 2007). Essas enzimas possuem uma vasta
aplicabilidade biotecnolégica em varias dareas das industrias e o mercado
mundial desses catalizadores foi estimado em cerca de 2,6 a 3,0 bilhées de
euros por ano com crescimento estimado de 8 bilhdes em 2016 (Jaramillo et al.,
2015). Algumas dessas aplicagbes estao resumidas na tabela 2.

Diante do exposto e do potencial de L. edodes de crescer e produzir 0
complexo enzimético lignocelulolitico em residuos agroindustriais ricos em
celulose, hemicelulose e lignina, o objetivo do presente trabalho é a producéo de
enzimas lignoceluloliticas e lipoliticas por L. edodes cultivado em residuo do coco

da macauba, e posterior purificagéo e caracterizacao das mesmas.
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Tabela 2. Relacdo de algumas aplicagdes das enzimas lignoceluloliticas de

origem fungica

Aplicacao Enzimas Referéncia
Lacase Virk et al. 2012

Deslignificagao MnP Virk et al. 2012
LiP Falade et. al.,2016

Bio-branqueamento

Lacase, MnP e

Saleem and Ahmed. 2018

xilanase
Lacase Kunamneni et al. 2008
Tratamento de efluentes MnP Chen and Yien. 2015
LiP Falade et al.,2016
Remocao de fendis de bebidas Lacase Minussi et . 2007
MnP Oliveira et al. 2011
Estabilizacado de vinho e cerveja Lacase Minussi et al. 2007
Processamento de sucos de frutas Lacase Minussi et al. 2007
Biorremediacao de compostos Lacase Elisashvili et al. 2010
aromaticos MnP Khambhaty et al. 2015
Lacase Shraddha et al. 2011
MnP Amin et al. 2010
Biocombustiveis Celulase Srivastava et al. 2017
Xilanase Dodd and Cann. 2009
LiP Falade et al.,2016
Ganho de peso em frangos Xilanase Gonzalez-Ortiz et at. 2017
Melhoria da qualidade de paes Xilanase Cunha et al. 2018
Clarificagao de sucos Xilanase Shahrestani et al. 2016
Industria téxtil Celulase Juturu and Wu, 2014
Industria de detergentes Celulase Juturu and Wu, 2014
Alimentac¢ao animal Celulase Juturu and Wu, 2014

2. Material e métodos

2.1. Local de realizacao do trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Associacdes Micorrizicas /

Departamento de Microbiologia / Instituto de Biotecnologia aplicada a
Agropecuaria — BIOAGRO / Universidade Federal de Vigosa—UFV.
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2.2. Inoculo

O isolado UFV 73 de L. edodes utilizado no estudo pertence a colecao de
fungos do Laboratério de Associagbes Micorrizicas / Departamento de
Microbiologia / Instituto de Biotecnologia aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO /
Universidade Federal de Vicosa—UFV. A estirpe foi cultivada em placas de Petri
contendo 20 mL de meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) acrescido de 1
g L' de lignina e mantido a 25 + 1 °C por 15 dias em BOD.

2.3. Obtencao das enzimas por fermentacao em estado solido

A fermentacdo em estado sélido ocorreu em frascos de 250 mL contendo
100 g do substrato de macauba. Esse residuo foi moido, umedecido e
esterilizado por calor umido durante 1 hora a 121 °C, por duas vezes, no intervalo
de 48 h em frascos de vidro de 208 mL. Apds isso, o residuo foi inoculado com
10 gramas de fungo que foi crescido em sementes de sorgo por 15 dias a 25 °C.
Ap0Gs a colonizagéo vertical do substrato pelo fungo, foram retirados 3 frascos de
5 em 5 dias para analises, totalizando 5 retiradas (25 dias). A colonizacdo do
fungo foi observada por meio da visualizacdo do micélio ao olho nu.

O extrato enzimatico bruto (EEB) foi preparado pela adicdo de 50 mL de
tampao citrato de sddio (50 mmol L', pH 4,8) em 25 g do substrato colonizado
pelo fungo. Essa mistura foi homogeneizada em gral e centrifugada a 6000 rpm
por 30 min. O sobrenadante foi submetido a uma filtragdo em papel filtro
(Whatman No.1 filter paper). O permeado foi utilizado para analises de atividade
enzimatica, determinagcdo de proteinas soluveis e purificagdo das enzimas

lignoceluloliticas.

2.4. Determinacao da biomassa fungica

A biomassa fangica foi determinada pelo teor de ergosterol (Richardson e

Logendra,1997). Amostras de 1 g do micélio/substrato foi misturado com areia
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estéril (5-10 g). Essa mistura foi triturada em gral e 1 mL da solucao de etanol
(Merck) 95 % (v/v) foi adicionado para facilitar a homogeneizagdo. Em seguida,
as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga contendo 0,3 g de
polivinilpirrolidona (PVP, Sigma) e 10 mL etanol. A solucdo foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com coluna Shimadzu fase
reversa CLC-ODS 25 cm e detector de UV a 280 nm (Aminex HPX-87H, 9um x
7.8 mm, Bio-Rad, Munich, Germany).

Para determinar a massa seca, 5 g do substrato colonizado foi mantido a
60 °C até a obtencdo de uma massa constante (Barajas-Aceves et al., 2002).

2.5. Medida do teor de proteinas soluveis

As quantificacdes das proteinas soluveis nos EEB foram realizadas pela
metodologia descrita por Bradford (1976). A curva padrao foi feita utilizando
albumina sérica (1% p/v) com a concentragdo variando entre 0,05 a 9 ug mL™.
Para cada reacao foi utilizado 1,0 mL do reagente de Bradford (SIGMA, cédigo
B6916), 1 mL de EEB e 6 mL de agua. Essa reacao foi incubada por 10 min a 25
°C. A medida da absorvancia foi realizada a 595 nm no espectrofotometro
(Multiskan Go — Thermo scientific).

2.6. Determinacao da atividade enzimatica
2.6.1. Lignina peroxidase

A atividade da lignina peroxidase foi determinada por espectrofotometria
baseada na mudanga de absorbancia a 310 nm a 30 °C (Tien e Kirk, 1984). A
reacdo continha 1,0 mL de tampao de tartarato (100 mmol L', pH 3,5), 1 mL de
alcool veratrilico (4 mmol L), 250 uL de peroxido de hidrogénio (0,2 mol/L) e
100 uL de EEB.
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2.6.2. Lacase

A atividade da lacase foi medida utilizando 2,2’-azino-bis-3-
etilbenzoatizol-6-sulfénico (ABTS) a 30 °C (Buswell et. al., 1995). A reacao para
um volume final de 3 mL continha 2,3 mL de tamp&o acetato de sédio (0,1 M, pH
5,0), 0,1 mL de ABTS (1mmol L") e 0,6 mL de EEB. Essa reacao foi incubada
em banho maria a 37 °C por 2,0 min. O comprimento de onda utilizado para
medida da absorvancia foi de 420 nm.

2.6.3. Manganés peroxidase

A atividade da MnP foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por Kuwahara e colaboradores. (1984). Para a reacéo foi utilizado 500 pL de
EEB, 100 pL de vermelho de fenol (1 g L"), 100 uL de lactato de sddio (250 mM,
pH 4,5), 200 uL de soro de albumina bovino (1% p/v), 50 yL de peroxido de
hidrogénio e 50 pL de sulfato de manganés. Essa reagéo foi incubada no banho
maria a 37 °C por 15 min e, posteriormente, adicionado 40 pL de hidroxido de

sédio (2M) e 2 mL de agua. A absorvancia da reagao foi determinada a 610 nm.

2.6.4. Celulases

A atividade enzimatica de celulase foi analisada de acordo com o método
descrito por Mandels et al., (1976). Para a reagao foi utilizado papel watman n®
1 cortado em tiras, 500 pL de tampéao citrato de sédio (50 mmol L', pH 4,8), 500
UL de EEB. Essa mistura de reag&o foi mantida por 12 h a 50 °C em banho maria.
Para a caracterizagdo da celulase foi utilizado como substrato 250 pyL de
carboximetilcelulose. O teor de acucares redutores foi determinado pela adigéo
de 1 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Em seguida, a mistura foi incubada
em banho maria por 5 min a 100 °C. A reacgéo foi diluida com a adicao de 8 mL
de agua. O comprimento de onda utilizado para determinacao da absorvancia foi
de 540 nm.
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2.6.5. Xilanases

A atividade enziméatica de xilanase foi analisada por método colorimétrico
(Bailey et. Al., 1992). Para a reacao foi utilizado 500 puL de tampéo acetato de
sédio, 250 pL EEB, 250 uL de xilana. Essa reacéao foi incubada por 20 min a 50
°C em banho maria. As etapas de determinacdo de agucares redutores foram

semelhantes aquelas descritas na atividade de celulase.

2.6.6. Lipases

A atividade lipolitica foi determinada pelo método proposto por Burkert et
al., (2004), o qual se baseia na titulagdo com hidroxido de sédio (NaOH) dos
acidos graxos livres liberados pela acéo da lipase presente no extrato enzimatico
sobre os triacilgliceréis do 6leo de soja emulsionados em goma arabica. A
mistura da reacao continha 5 mL de emulsao de éleo de soja, 2 mL de tampéao
fosfato (10 mmol L', pH 7,0) e 1 mL de EEB. Essa reacéo foi homogeneizada
por 1 min e incubado a 37 ° C durante 30 min. Apos a incubagéo, 10 mL da
mistura acetona-etanol (1: 1 v / v) foi adicionada. Os &cidos graxos livres
liberados foram titulados com NaOH (0,05 M).

2.7. Identificacao da espécie produtora de lipases

Esse teste foi feito utilizando duas metodologias para validagdo da
presenca de lipase no EEB. O primeiro método foi a inoculagdo do fungo em
meio minimo solido contendo 6leo de oliva como unica fonte de carbono. O

segundo método foi feito em meio de cultura acrescido de rodamina B.

2.7.1. Meio mineral

Para verificarmos se L. edodes tém a capacidade de utilizar lipideos como
fonte de carbono o mesmo foi inoculado em meio mineral minimo acrescido de
3% de 6leo de oliva e incubado por 10 dias a 25 °C. Esse meio de cultura foi
composto de sulfato de magnésio heptahidratado (0,25 mmol L), fosfato
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monopotéassico (0,04 mmol L), nitrato de amonio (4,0 mmol L), nitrato de
potassio (mmol L), cloreto de célcio dihidratado (0,25 mmol L"), acido bdrico
(0,01 mmol L), sulfato de zinco (0,01 mmol L"), sulfato de cobre (0,01 mmol L-
1), permanganato de amonio (0,01 mmol L), cloreto férrico (0,01 mmol L") e 3%
(v/v) de 6leo de oliva. Esse meio foi esterilizagdo por calor umido em autoclave

comercial por 15 min.

Nessa composi¢cao do meio de cultura pode haver trago de carbono, mas
néo suficiente para crescimento do fungo. Para eliminar essa hipotese foi feito
um controle sem adicéao de 6leo de oliva ao meio mineral, além do uso do método

com rodamina B.

2.7.2. Meio com rodamina B

L. edodes foi inoculado em meio de cultura so6lido com rodamina B e dleo
de oilva, de acordo com a metodologia de Kouker e Karl (1987). O meio de
cultura foi composto pelo corante rodamina B (0,001% m/v), caldo nutriente (8 g
L"), &gar (10 g L), cloreto de sddio (4 g L) e dleo de oliva (3 % v/v) conforme
recomendacdo de Kouker e Karl (1987). Os reagentes foram misturados e
esterilizados em autoclave por 15 min. A rodamina B foi esterilizada por filtragao
em membrana (2 pm). O permeado foi adicionado ao meio de cultura

previamente esterilizado por calor umido.

As placas de Petri contendo o meio de cultura com rodamina B foram
divididas perpendicularmente ao meio com uso de uma caneta. Em um dos lados
da placa inoculou-se o isolado UFV 73 de L. edodes (um fragmento de 1 cm?), e
outra parte da placa foi feito uma estria simples de Serratia marcescens que foi
utilizada como controle positivo para produgcdo de lipase. As placas foram
incubadas por 5 dias a 30 °C. Apds esse periodo essas placas foram submetidas
a radiacao ultravioleta (A=350 nm). A producédo de lipase foi evidenciada pela
formacao de um halo alaranjado fluorescente na superficie das placas (Shelley
et al., 1987). Esse halo foi medido com uma régua para estimativa da atividade

enzimatica.
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2.8. Purificacao por exclusao molecular (G-100)

Para a purificagdo, foram selecionados os trés tempos de incubacdo com
maior atividade enzimatica. Os EEBs foram misturados e submetidos a uma
precipitacao com sulfato de amoénio (40% de saturagao) a 4 °C por 12 h. Apds
esse periodo, a solucao foi centrifugada a 4000 rpm por 15 min. O precipitado
foi armazenado a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e novamente precipitado
com sulfato de aménio (80% de saturacdo) nas mesmas condicoes de
temperatura, tempo de incubacgao, centrifugagdo e armazenamento da primeira
precipitacao. Os precipitados foram ressuspendidos em tampao acetato de sédio
(50 mmol L, pH 5,0) seguido por uma dialise durante 12 h contra esse mesmo
tampé&o.

A mistura obtida apés da etapa anterior foi aplicada a Coluna de Sephadex
G-100 (80 cm x 2,0 cm) previamente equilibrada com o tampéao da didlise. Apos
a eluicao com tampao acetato de sodio (pH = 4,5) amostras foram coletadas a
uma taxa de 2 mL min" de 20 mL de extrato proteico parcialmente purificado
(EEPP) que foram analisadas quanto ao teor de proteinas soluveis e a atividade
enzimatica. O EEPP foi também utilizado para a caracterizacdo cinética das

enzimas.

2.9. Caracterizacao cinética do extrato proteico parcialmente
purificado

A caracterizacdo das enzimas lignoceluloliticas e lipoliticas foi
realizada a partir dos efeitos da temperatura de incubacao, pH, concentragéo do
substrato e estabilidade térmica.

A determinacgao da temperatura foi avaliada pela incubagcao das enzimas

em seus respectivos substratos a 4, 15, 30, 45 e 60 °C.

Para avaliar o pH 6timo foram utilizados citrato de sédio (50 mmol) e
fosfato de sodio (50 mmol') nos pH 3,0; 7,0 e 10, respectivamente para as

lignocelulases e lipases.
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O efeito da concentracdo do substrato enzimatico na atividade das
enzimas lignoceluloliticas foi realizado utilizando seus respectivos substratos nas
concentracdes de 1/8, 1/4,1/2, 2, 4, 8, 16 e 30 vezes. Para lipase, esse efeito foi

feito nas concentracdes do substrato de 1/8,1/4,1/2, 2, 3, 4 e 5 vezes.

Para a verificar a estabilidade térmica das enzimas presentes no EEPP,
as mesmas foram incubadas por 30, 60, 120, 240, 480, 960 min nas suas

respectivas temperaturas e Phs 6timos de atividade.

2.10. Ensaio de descoloracao do corante indigo

O EEPP foi avaliado quanto a sua capacidade de descolorir o corante
indigo. Em tubos de ensaio de 10 mL foi adicionado o corante indigo (0,2 g mL-
) nos volumes de 400, 600 e 800 pl e completados com EEPP até o volume de
1 mL (Souza, 2012). A reacao ocorreu por 5 min a 35 °C. Posteriormente foram
feitas as medidas de absorvancia em espectrofotometro a 580 nm. As medidas
foram feitas apds 5 min e 5 h apds a incubagéao.

3. Resultados e discussao
3.1. Determinacao da biomassa fungica

Aos 57 dias de incubagdo em residuo do coco da macauba foi observado
um aumento de 9,5% na biomassa seca de L. edodes em relacdo ao controle
nao inoculado. Uma correlacdo positiva (94%) entre a biomassa fungica e a
producdo de ergosterol durante o periodo de incubagdo do fungo pode ser
observada nesse periodo (Figura 1).

A producao de ergosterol por L. edodes cultivado em coco de macauba
foi diretamente proporcional ao tempo de incubagdao com coeficiente de
determinacao superior a 90%. A utilizacdo desse esterol para medida indireta da
biomassa fungica tem sido também realizado por outros autores (Asplund et al.,
2018, Hagenbo et. al., 2018, Porep et al., 2014). Além disso, Van Kuijk et al.,
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(2017) também observaram um aumento constante na biomassa de L. edodes

cultivado em lascas de carvalho e palha de trigo durante 40 dias de incubacéo.
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Figura 1. Producdo de biomassa (mg mL"') produzida pelo fungo Lentinula
edodes isolado UFV 73 cultivado em residuo do coco da macauba.

3.2. Atividade lipolitica de L. edodes UFV 73

No teste em meio mineral foi observado o crescimento micelial (Figura 2).
Dessa forma pode-se constatar que L. edodes tem a capacidade de degradar

lipideos e utilizd-los como fonte de energia e carbono.

Figura 2. Crescimento do fungo Lentinula edodes isolado UFV73 em meio

minimo acrescido de 3% (v/v) de 6leo de oliva ap6s 10 dias de incubagéo a 25
°C.
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L. edodes apresentou também resultado positivo no teste com rodamina
B com a formacgao de um halo fluorescente alaranjado quando submetidos a luz
UV (Figura 3). Esse halo € formado devido a reagdo dos &cidos graxos
produzidos durante a hidrolise do 6leo de oliva com a rodamina B, formando um
complexo que é fluorescente na luz UV. Esse resultado ratifica a produc¢do de
lipase por esse fungo. Entretanto, na literatura ainda nao foi descrito a producao
de lipases por L. edodes, sendo este trabalho o primeiro a descrever tal
capacidade. Estudos semelhantes foram feitos para alguns fungos isolados de
ambientes contaminados com 06leos onde conseguiram determinar a atividade
lipolitica em Trichothecium roseun (Gopinath et al., 2013), Penicillium sp.,
Rhizomucor sp. e Aspergillus sp. (Rodrigues et al., 2016) e Lentinus crinitus
(Cambri et al., 2016).

Figura 3. Producéo de lipases pelo fungo Lentinula edodes UFV 73 em meio
contendo rodamina B apds 3 (A) e 5 (fundo da placa, B, e frente da placa, C)
dias de incubacao. A producao de lipases € identificada pela presenca de halos
alaranjados em volta da coldnia fungica.

3.3. Atividade de enzimas oxidativas e hidroliticas

No extrato enzimético bruto (EEB) foi detectado atividade de celulase,

xilanase, MnP, lacase e lipase (Figuras 4 € 5).

As atividades das enzimas hidroliticas, celulase e xilanase foram similares
aos das enzimas oxidativas (Figura 4). A atividade de lacase e manganés
peroxidase teve seu apice aos 37 dias decaindo posteriormente, devido a
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diminuicdo do substrato disponivel (Figura 4). Comportamento de forma
semelhante foi relatado por Cavallazi e colaboradores (2004) no qual a maior
atividade dessas enzimas foi verificada entre 28 e 35 dias. Resultado semelhante
foi também demonstrado para celulases e xilanases no qual o pico de maior
atividade para 3 isolados de L. edodes cultivados em palha de café foi na quinta
semana de incubacado (Mata et al., 2016). Para lacase e MnP de L. edodes
isolado 3221 BE, os maiores valores de atividade foram apds 25 dias de
incubagéo em palha de trigo (Elisashvili et al., 2015) (Tabela 2).
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Figura 4. Atividade especifica das enzimas do fungo Lentinula edodes UFV 73
quando cultivado em residuo do coco da macauba em diferentes tempos de
incubagéo. (A) celulase, (B) xilanase, (C) maganés peroxidase (MnP) e (D)
lacase (Lac).

No EEB de L. edodes foi também detectada a atividade lipolitica em todos
os tempos de incubacdo sendo a maior atividade aos 37 dias (Figura 5). A
producéo de lipases é relatada em um grande numero de microrganismos (Amin
et al., 2011), porém, até este trabalho, nao foi relatado a producéo dessa enzima
por L. edodes. Em Ganoderma lucidum, também um fungo basidiomiceto, a

producédo de lipase chega a 4838 U/g quando utilizado o p—nitrofenol palmitato
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como substrato enzimatico (Amin et al., 2011). Dentre os maiores produtores de
lipases empregados na producao industrial podem ser citados Aspergillus niger
(0,65 mM min'') e Rhizopus oryzae (0,22 mM min') (Ramos-Sanchez et al.,
2015). Valores menores que estes foram encontrados para o isolado UFV 73,
tendo maximo de atividade aos 37 dias de incubagédo com producao de 0,11 mM
min~'. Em outro estudo no qual avaliaram a producéo de lipase pelo método
titulométrico para 7 isolados de Aspergillus sp. a atividade maxima encontrada
foi de 0,000750 mM min-! (Roveda et al., 2010).
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Figura 5. Atividade enzimatica especifica da lipase do fungo Lentinula edodes
isolado UFV 73, durante o cultivo em residuo do coco da macauba.

Similarmente ao observado em outro estudo com L. edodes (Carvalho,
2011), ndo se detectou atividade de LiP no EEB (Figura 5, Tabela 2). Estudos
mostram que o gene para sintese desta enzima n&o foi encontrado no genoma

desse fungo (Sakamoto et al., 2017), o que refor¢a nosso resultado.

3.4. Purificacao parcial do extrato enzimatico

O EEB foi dialisado e eluido com tampé&o acetato de sdédio em uma coluna
SEPHADEX G-100 até nao ser mais detectada a atividade enzimatica (Tabela

3). O coeficiente de correlagdo entre o tempo que o tampao leva para passar na
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coluna e a quantidade do mesmo eluido foi de 99%. Posteriormente, a atividade
bruta e especifica de ambas as etapas do processo de purificagao foi feita.

Houve um aumento na atividade especifica das enzimas lacase e MnP
apés a didlise e a coluna de exclusao molecular (Tabela 4). Tambéem foi
observado rendimentos de 489% e 264%, respectivamente, para lacase e MnP
apds a purificacdo em SEPHADEX G-100 (Tabela 4). Trabalhos semelhantes
tiveram um rendimento de 2,5% (Nagai et al., 2009) e 24 % (Nagai et al., 2003)
para lacases isoladas do micélio e corpo de frutificagcdo, respectivamente, para
L. edodes cultivado em serragem. No estudo de Boer e colaboradores (2006) o
rendimento para a MnP foi de 26,6% para o mesmo fungo cultivado em sabugo
de milho.

Para celulase e xilanase, o rendimento apds a cromatografia de excluséo
molecular foi de 105% e 9,5%, respectivamente (Tabela 4). Alguns trabalhos
mostram um rendimento de 12% (Mishra et al.,1990b) e 135,6% (Lee et al., 2007)
para xilanases produzidas por L. edodes. Nao ha relatos de trabalhos em que a
celulase de L. edodes foi purificada. No basidiomiceto Pycnoporus sanguineus
um rendimento de 8,63% de aproveitamento foi alcangado para esta enzima
(Rodrigues, 2014). Apesar do rendimento ter aumentado para as celulases, a
sua atividade total e especifica diminuiu apds a cromatografia, o que pode ser
devido a atividade sinérgica. Ao contrario das lignoliticas que atuam sozinhas na
degradagdo da lignina, as celulases (endoglucanases, exoglucanase, B —
glicosidase) agem em conjunto para degradar a celulose em oligossacarideos
de baixo peso molecular (Carvalho, 2011). Quando o extrato bruto foi submetido
a etapa de cromatografia essas enzimas poderiam ter sido separadas e eluidas
em fases diferentes diminuindo suas interacées com a fase estacionaria e suas
atividades (Rodrigues, 2014).
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Tabela 2. Producgéo de enzimas lignoceluloliticas pelo fungo L. edodes UFV 73
em diferentes substratos e suas respectivas atividades especificas.

Enzima Substrato Atividade Incubacao Referéncia
(dias)
LiP Casca de eucalipto Nao detectada 40 Cavallazi et al., (2004)
LiP Farelo de arroz/serragem Nao detectada 40 Makkar et al. (2001)
MnP Casca de eucalipto 115 U pg! 40 Cavallazi et al., (2004)
MnP Palha de trigo 55 U/g 24-29 Elisashvili et al., (2015)
MnP Folhas (Fagus orientalis) 5,3 U g’ 24-29 Elisashvili et al., (2015)
MnP Serragem/casca de coco 6,92 U/g 20 Montoya et al. (2015)
Lacase Casca de eucalipto 225 U ug 40 Cavallazi et al., (2004)
Lacase Palha de trigo 55 U/g 24-29 Elisashvili et al., (2015)
Lacase Folhas (Fagus orientalis) 9,9 U/g 24-29 Elisashvili et al., (2015)
Lacase Serragem/casca de coco 47,25 U/g 20 Montoya et al. (2015)
Xilanase Casca de eucalipto 0,11 U ug 40 Cavallazi et al., (2004)
Xilanase Palha de trigo 80 Ux10/g 24-29 Elisashvili et al., (2015)
Xilanase Folhas (Fagus orientalis) 38 Ux10/g 24-29 Elisashvili et al., (2015)
Xilanase Casca de café 8,5 mU/g 36-42 Mata et al., (2016)
Celulase Casca de eucalipto 2,6 U g 40 Cavallazi et al., (2004)
Celulase Casca de café 2,35 mU/g 36-42 Mata et al., (2016)
Celulase  Serragem/casca de coco 99,29 U/g 20 Montoya et al., (2015)

Tabela 3

. Fases e tempo de eluicdo do EEB de Lentinula edodes

Fases Tempo na coluna (min) Quantidade de tampao eluido (mL)
1 10 20
2 20 40
3 30 60
4 40 80
5 50 100
6 60 120
7 70 140
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Tabela 4. Etapas de purificagdo parcial das enzimas lignoceluloliticas do extrato
enzimatico bruto obtido do substrato apds cultivo de L. edodes.

Etapas da Volume Atividade (mM min") Fator de Rendimento
Purificacao (mL) Total Especifica purificacao (%)
MnP
Extrato 88 0,20 12 1,00 100
enzimatico bruto
Precipitacao/Diali 80 0,21 12,5 1,03 106
se
SEPHADEX G-100 22 0,54 84,5 6,8 264
Lacase
Extrato 88 3,4 182 1,00 100
enzimatico bruto
Precipitacao/Diali 80 14 423 2,3 395
se
SEPHADEX G-100 22 17 2606 6,2 489
Celulase
Extrato 88 0,0006 0,09 1,00 100
enzimatico bruto
Precipitacao/Diali 80 0,0009 0,06 0,7 150
se
SEPHADEX G-100 22 0,0006 0,02 0,33 105
Xilanase
Extrato 88 0,13 7,8 1 100
enzimatico bruto
Precipitacao/Diali 80 0,05 1,4 0,18 38
se
SEPHADEX G-100 22 0,012 1,9 1,4 9,5

3.5. Caracterizacao enzimatica: Efeito da temperatura

A celulase manteve-se estavel em todas as temperaturas, enquanto,
a xilanase teve um aumento na atividade a 45 °C (Figura 6). A temperatura
de maior atividade para xilanase observado por Lee e colaboradores
(2007) foi entre 45 e 55 °C, enquanto para celulase de P. sanguineus teve
aumento na atividade a partir de 20 °C com maxima de atividade aos 70
°C (Rodrigues, 2014).

A lipase produzida por L. edodes UFV 73 apresenta atividade
crescente a partir de 4 °C, alcangcando seu 4pice aos 60 °C (Figura 6).
Resultado semelhante foi encontrado por Mhetras et al., (2009) e Kareem et
al.,, (2017) em lipase de Aspergillus niger e Aspergillus flavus,

respectivamente, no qual houve aumento da atividade lipolitica até 50 °C.
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A temperatura de incubagdo também influenciou na atividade das
enzimas oxidativas (Figura 6). A atividade da lacase e MnP aumentou com
0 incremento da temperatura até 30 °C, ambas se estabilizando nas

temperaturas posteriores.
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Figura 6. Efeito da temperatura sobre as atividades das enzimas (A)

celulase, (B) xilanase, (C) manganés peroxidase (MnP), (D) lacase (Lac) e (E)
lipase produzidas pelo fungo Lentinula edodes UFV 73.

29



Nos estudos de D’Annibale et al., (1999) e Nagai et al., (2002), a
atividade maxima de lacase de L. edodes foi a 60 °C e 40 °C,
respectivamente. Para MnP, a temperatura de maior atividade foi a 30 °C,
estabilizando até 60 °C. Comportamento parecido foi encontrado no
trabalho de Boer et al., (2006) no qual a atividade de MnP teve pico a 40
°C. Estes resultados indicam que as enzimas lignoceluloliticas deste
estudo apresentam atividade em uma ampla faixa de temperaturas com o
aumento significativo a partir dos 30 °C, exceto para celulase que se

manteve constante em todas as temperaturas.

3.6. Efeito do pH

A celulase e a xilanase mantiveram-se estaveis nos pHs 3,7 e 10 (Figura
7 A e B). Lee et al., (2007) observaram resultado diferente para xilanase de L.
edodes no qual a atividade aumentou até o pH 4 decaindo em pH alcalino.
Rodrigues (2014) verificou que a celulase de P. saguineus teve seu apice de

atividade em pH 5, diminuindo a medida que o pH se tornava alcalino.

Ao contrario das xilanases e celulases, as lipases ndo se mantiveram
estaveis em todas as faixas de pH analisadas apresentando atividade em pH
baixo com pico em pH 7 e inatividade em pH alcalino (Figura 7E). Corroborando
com esses resultados lipases de A. niger e A. flavus apresentaram melhor
atividade em pHs acidos e neutros, respectivamente (Mhetras et. al., 2009,
Kareem et al., 2017).

A lacase apresentou atividade 6tima em pHs acidos e atividade residual
em pH neutro e alcalino (Figura 7D). O mesmo comportamento foi descrito por
D’Annibale et al., (1999) e Nagai et al., (2002) para esta enzima. Segundo

esses autores a lacase apresenta atividade maxima em pHs acidos.

A MnP se manteve estavel em todos os pHs testados com uma reducéao
nao significativa de atividade em pHs basicos (Figura 7C). Boer et al., (2006)
verificaram comportamento semelhante com atividade maxima dessa enzima em

pHs acidos.
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Figura 7. Efeito do pH sobre as atividades das enzimas (A) celulase, (B) xilanase,
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3.7. Parametros cinéticos

As enzimas do EEPP apresentaram curva de atividade em fungéo da
concentragao do substrato semelhante a cinética de Michaeles-Menten (Figura
8). As reacOes catalisadas por essas enzimas apresentam uma saturacdao com
0 aumento da concentracdo do substrato e a velocidade de conversao nao foi

linear frente ao aumento da concentragdo do substrato (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da concentracdo do substrato na atividade das enzimas (A)
celulase, (B) xilanase, (C) manganés peroxidase (MnP), (D) lacase (Lac) e (E)

lipase produzidas pelo fungo Lentinula edodes UFV 73, no residuo de coco
de macauba, apos a etapas de didlise e cromatografia de exclusdo molecular.
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A celulase apresentou maior atividade em 0,020 g mL' de substrato
(Figura 8A) e Ku de 1,89 mg mL (Tabela 5). Rodrigues (2014) encontrou um Kwu
de 5,7 mg mL' para celulase de P. sanguineus , ou seja, a celulase deste fungo

apresenta menor afinidade pelo substrato comparada a celulase de UFV 73.

A xilanase apresentou pico de atividade em 0,010 g mL' de xilana (Figura
8B) e Km de 0,0695 mg mL™" (Tabela 5). Valor maior de Km foi encontrado para
Pleurotus eriingy (0,12 mg mL’) e Vmax de 1,45 U mL" (Sugumaran et al.,
2012). A MnP e Lacase apresentaram atividade maxima em concentragdes de
0,020 g mL™" de seus substratos (Figura 8 C e D). Valores de Kuigual a 11,2 uM
foi encontrado em lacase de L. edodes (Wong et al., 2013). Em Ganoderma
lucidum valores iguais a 65,64 uM e 640 UmL"" foram encontrados para Ku e

Vmax, respectivamente, para MnP (Bilal et al., 2015).

Tabela 5. Parametros cinéticos, constante de Michaelis-Menten (Kwv) e
velocidade maxima (Vmax) das enzimas lignoceluloliticas e lipase do fungo
Lentinula edodes UFV 73 cultivado em residuo do coco de macauba.

Enzimas Km (mg mL"") Vmax (mmol L' min )
Celulase 1,89 0,0297
Xilanase 0,0695 0,173
Lipase 131 24,39
Lacase 272,7 454,54
Manganés Peroxidase 0,93 18,69

A atividade lipolitica teve seu apice em 4 g mL' de substrato (Figura 8E)
e um KM de 131 mg mL"' demonstrando sua baixa afinidade pelo substrato
quando comparado a lipase de Geotrichum candidum com valores variando de
28,73 mg mL" a 94,93 mg mL" para Ku e valores de 22,57 U mL'a 37,59 U
mL-' para Vméax (Maldonado, 2006).
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3.8. Estabilidade térmica das enzimas

A atividade especifica de celulase e xilanase tiveram um decaimento na
atividade especifica até as 4 h de incubacgéao estabilizando depois disso (Figura
9A e B). Uma celulase extraida de L. edodes CC-17 manteve se estavel por 24
h de incubacéao (Pereira Junior et al., 2003). Mishra et al., (1990) caracterizaram
uma xilanase de L. edodes, no qual se manteve estavel apds 24 h de incubacéo,
demonstrando ser mais estavel quanto a estabilidade térmica que a encontrada
em UFV 73.
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Figura 9. Efeito do tempo de incubagéo na atividade das enzimas (A) celulase,
(B) xilanase, (C) manganés peroxidase (MnP), (D) lacase (Lac) e (E) lipase
produzidas pelo fungo Lentinula edodes UFV 73, no residuo do coco de
macauba, apds a etapas de dialise e cromatografia de exclusdo molecular.
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A lacase extraida de UFV 73 teve um decaimento na atividade até por
volta de uma hora de incubacgao estabilizando apds esse periodo (Figura 9D).
Uma Lacase encontrada no trabalho de D’Annibale et al., (1999) demonstrou
uma queda constante na atividade até 20 h de incubacao a 50 °C. A MnP se
comportou de forma parecida a lacase, no qual sua atividade diminuiu até por
volta de uma hora de incubacéo estabilizando apds esse periodo (Figura 9C).
Grabski et al., (1996) extrairam uma MnP de L. edodes no qual conseguiram
detectar atividade enzimatica apds 60 dias de incubacao a 4 °C. Isso demonstra
a capacidade dessa enzima manter sua atividade estavel em diferentes

condicoes térmica.

A lipase teve seu apice de atividade apds 1 hora de incubacgéo, decaindo
apos esse periodo (Figura 9E). Uma lipase extraida de Aspergillus flavus se
manteve estavel quando incubada a 40 °C por até 8 h (Colla et al., 2015),
demonstrando sua maior termoestabilidade em relacéo a lipase isolada do fungo
L. edodes isolado UFV 73.

3.9. Aplicacao do extrato enzimatico de UFV 73

O extrato enzimético extraido de Lentinula edodes cultivado em residuo
de coco da macauba demonstrou capacidade de degradar o corante indigo
(Figura 10). Pode-se notar que a descoloracdo do corante indigo foi mais
acentuada no maior volume de extrato enzimatico (600 pL), e a descoloragéao foi
diminuindo a medida que se diminuiu o volume do extrato enzimatico (Figurai0).
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Figura 10. Degradagao do corante indigo pelo extrato enzimatico parcialmente
purificado do fungo Lentinula edodes UFV 73 apds 5 min de incubacgéo (A) e 48
h de incubacéo (B) a 35 °C a pH 4,5. (A1 e B1) 200 L de corante mais 800 uL
de EEPP; (A2 e B2) 200 pL de corante mais 800 pL de tampao acetato de sodio;
(A3 e B3) 400 pL de corante mais 600 uL de EEPP; (A4 e B4) 400 uL de corante
mais 600 pL de tampédo acetato de sodio e (A5 e B5) 600 uL de corante mais
400 pL de EEPP; (A6 e B6) 600 pL de corante mais 400 pL de tampéao acetato
de sédio e (A7 e B7) 800 uL de corante mais 200 uL de EEPP e (A8 e B8) 800
UL de corante mais 200 pL de tampéo acetato de sddio.

A taxa de descoloracdo do corante indigo teve inicio ap6s a adicdo do
EEPP e teve tendéncia de se manter constante nas primeiras 24 h para os
volumes de 400 puL de corante + 600 EEPP e 800 uL de corante + 200 pL de
EEPP (Figura 11). Na mistura de 600 pL de corante + 400 EEPP a descoloragéo
foi aumentando com o passar do tempo chegando a 40% de degradacgéo do
corante apdés 48 h de incubacao. O isolado L. edodes INCQS 40220 crescido em
meio liquido, no qual a unica fonte de carbono foi uma mistura de trés corantes
(remazol vermelho, Drimaren azul e procion vermelho), demonstrou taxa de
descoloracdo de 80% (Bergsten-Torralba et al., 2016). Neste caso a
descoloracao foi mais elevada do que a encontrada no EEPP de UFV 73,
provavelmente porque o isolado INCQS 40220 além de crescer em contato com
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o corante, sua Unica fonte de carbono era obtida do corante que estava presente
no meio de cultura.

Outro fator que pode acarretar essa diferengca na descoloragédo desses
corantes é que a atividade enzimatica de L. edodes esta relacionada
principalmente ao tipo de substrato utilizado para o seu cultivo. O perfil
enzimatico secretado pode ser alterado pelo uso de substratos (Ozgelik e Aysun,
2007). P. sanguineus e Pleurotus ostreatus crescidos em meio minimo, no qual
a unica fonte de carbono era o corante indigo, tiveram redugéo de 75 e 70% da
cor, respectivamente, apos 1 dia de incubagéo (Balan et al., 2001). A degradacao
do corante é realizada pelas enzimas lignoliticas presentes no EEPP. A lacase
presente no extrato consegue degradar o indigo em isatina (indol-2,3-diona), que
posteriormente é degradada ao 4cido antranilico (acido 2-aminobenzdico) (Balan
et al., 2001).
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Figura 11. Taxa de descoloragdo medida pela absorvancia das misturas de
corante indigo e EEPP em trés tempos de incubacéao a 35 °C. (A5 e B5) 600 pL
de corante mais 400 uL de EEPP; (A6 e B6) 600 pL de corante mais 400 L de
tampao acetato de sodio e (A7 e B7) 800 pL de corante mais 200 puL de EEPP e
(A8 e B8) 800 pL de corante mais 200 uL de tampéao acetato de sodio.
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4. Conclusoes

L. edodes produzir o complexo de enzimas lignoceluloliticas e lipoliticas
quando cultivado em residuo de coco de macauba. Este trabalho foi o primeiro
a relatar atividade lipolitica em L. edodes. As enzimas secretadas apresentaram
caracteristicas interessantes que podem ser exploradas para emprego em
processos biotecnolégicos. Com base nos resultados obtidos para a
descoloracdo do corante, hd a possibilidade do uso do EEPP no emprego de
tratamento de residuos de industrias téxteis.
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Artigo IlI: Producao, purificacao e caracterizacao de enzimas
lignoceluloliticas e lipoliticas produzidas por Pleurotus spp. em

residuo de coco de macauba

Resumo

Neste estudo, Pleurotus spp., isolados PLO 02, PLO 06 e PLE 05, foram
avaliados quanto a capacidade de producdo de enzimas lignoceluloliticas e
lipoliticas quando crescidos em residuo de coco de macauba. Apds a
colonizacdo completa do substrato, que ocorreu no 22° e 18° para os isolados
de P. ostreatus e P. eryngii, respectivamente. Amostras foram retiradas de cinco
em cinco dias, para avaliagdo das atividades de lacase (Lac), manganés
peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP), celulase, xilanase e lipase. A
caracterizagao dessas enzimas foi feita quanto a temperatura de incubacao, pH,
concentracao do substrato e estabilidade térmica. Apds a extracdo da proteina
bruta (EEB), esta foi parcialmente purificada (EEPP) em coluna de SEPHADEX
G-100. A lacase apresentou maior rendimento, sendo 105% para PLO 02, 315%
para PLE 05 e 504% para PLO 06. Todas as enzimas mantiveram as atividades
em todas as temperaturas analisadas, com excecao da LiP e lipase cujas
atividades foram maiores proximas a 30 °C. Em relacdo ao pH, as maiores
atividades foram em pH acido. De uma forma geral, as enzimas apresentaram
um decaimento acentuado na atividade nas primeiras 2 h (redugcéo de 75% na
atividade de celulase, 65% na de xilanase, 80% na de MnP, 82% na de lacase,
68% na de lipase e 71% na de LiP), se estabilizando apds esse periodo até as
16 h analisadas. Todas as enzimas analisadas obedeceram a cinética de
Michaelis-Menten. Além disso, os EEPPs de Pleurotus eryngiitiveram em média
100% de descoloracdo do corante indigo apds 24 h de incubacdo. Pode-se
concluir que este residuo é um bom substrato para a producdo de enzimas
lignoceluloliticas pelos diferentes isolados de Pleurous spp. testados no qual o
EEPP de todos apresentaram capacidade de descoloragdo do corante indigo
com destaque para o isolado de P. eryngii em que a taxa de degradacéao foi de
100%.
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1. Introducao

A crescente preocupagao com a poluicdo e protegcdo ambiental tem sido
um incentivo para a procura de uma nova forma de producado industrial mais
limpa que maximize a produtividade e minimize a contaminagdo ambiental. Os
fungos, em especial aqueles da podridao branca (FPB), possuem capacidade de
degradar uma variedade de compostos organicos recalcitrantes (Ergun e Razive
2017).

Os FPB produzem um complexo enzimatico oxidativo ligninolitico
composto pelas enzimas: lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP), lignina
peroxidase(LiP) e outras enzimas acessérias. O complexo celulolitico é
composto por xilanases e celulases que degradam a hemicelulose e celulose,
respectivamente (Ergun e Razive, 2017).

As enzimas oxidativas sao enzimas que apresentam baixas
especificidade pelo substrato, degradando desde compostos fendlicos e nao
fendlicos & lignina. Entretanto, o sistema hidrolitico é altamente especifico
convertendo a celulose e hemicelulose em agucares fermentaveis (Akpinar e
Urek, 2017).

As enzimas produzidas por fungos podem ser aplicadas em varias areas
industriais biotecnoldgicas, e o0 mercado enzimatico vém crescendo nas ultimas
décadas (Jaramillo et al., 2015). Segundo o mesmo autor, em 2016 o
crescimento desse mercado sera estimado em 8 bilhdes de euros. Dentre as
aplicagbes podemos citar: o branqueamento da celulose (Saleem e Ahmed,
2018), o tratamento de diversos efluentes (Chen e Yien, 2015) e industria de
alimentos (Gonzalez-Ortiz et at., 2017), na biorremediacao (Khambhaty et al.,
2015), na producao de biocombustiveis (Srivastava et al., 2017), na industria

téxtil, de detergente e de alimentacdo animal dentre outras (Juturu e Wu, 2014).

Dentro do grupo dos FPB, o género Pleurotus possui muitas espécies que
produzem cogumelos comestiveis com alto valor nutricional, possuindo diversas
propriedades terapéuticas e aplicacoes biotecnoldgicas (Knop, 2016). Pleurotus
spp. produzem enzimas extracelulares que degradam todos os componentes da
biomassa vegetal, incluindo celulose, hemicelulose e lignina (Xie, 2016). As
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espécies deste género crescem na maioria das madeiras, em subprodutos de
madeira (serradura, papel, lodo de polpa), palhas de cereais, espigas de milho,
bagaco de cana-de-acgucar, residuos de café (café, cascos, talos e folhas),
cascas de algodao, polpa de soja e em muitos outros materiais (Kalmis e Sargin,
2004).

Um residuo que tem ganhado destaque é o residuo da macauba que é
gerado em grandes quantidades no Brasil. A Macauba é uma cultura
economicamente interessante devido ao seu alto rendimento na produgéao de
6leo (5550 litros de bleo por ha, 13 vezes maior que a soja). Isso torna o éleo de
macauba como uma das principais matéria-prima para a fabricacdo de biodiesel
(Henderson et. al.,1997; Ciconini et. al., 2013; Da Silva et al., 2017). No processo
de extracao do 6leo, cerca de 14,5 toneladas de residuos podem ser geradas
por ano. Uma forma de agregar valor a esse residuo, pode ser a produgéao de
enzimas lignoceluloliticas e lipases por fungos de podridao branca e a producgéao
de cogumelos comestiveis, uma vez que os residuos gerados na extracdo do
0leo séo ricos em celulose, hemicelulose, lignina e lipideos (Sobreira, 2011).

Acrocomia aculeata, também conhecida como macauba, macaiba,
bocaiuva, coco de catarro, coco de espinho, coco, cocotero, Totai e ko ko € uma
espécie de palmeira, abundante no Brasil, e facilmente adaptada aos diferentes
ecossistemas, como areas degradadas ou intactas (da Motta et al., 2002).
Pertencente a familia Arecaceae, esta distribuida ao longo das Américas tropical
e subtropical, indo desde o México e Antilhas até o sul do Brasil, passando pelo
Paraguai, Argentina e Bolivia. No Brasil € encontrada desde os estados de S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e passando por todo o centro-oeste, norte
e nordeste, tendo as maiores concentracées em Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul. Essa palmacea possui somente na regidao do
Brasil Central, aproximadamente 11 géneros, com pelo menos 44 espécies,
dentre elas a A. aculeata (Carvalho, 2011).

Assim, este estudo teve o0 objetivo a producdo de enzimas
lignoceluloliticas e lipases, através de uma fermentagdo em estado solido
cultivando Pleurotus spp. em residuo de coco de macauba.
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2. Material e métodos
2.1. Local de realizacao do trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Associacdoes Micorrizicas /
Departamento de Microbiologia / Instituto de Biotecnologia aplicada a
Agropecuaria — BIOAGRO / Universidade Federal de Vigosa—UFV.

2.2. Inéculo

Os fungos utilizados no estudo pertencem a colecdo de fungos do
Laboratério de Associacées Micorrizicas / Departamento de Microbiologia /
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO / Universidade
Federal de Vigosa—UFV. Foram utilizados dois isolados de Pleurotus ostreatus
(PLO 02 e PLO 06) e um de Pleurotus eryngii (PLE 05). Esses fungos foram
cultivados em placas de Petri contendo 20 mL de meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) acrescido de 1 g L' de lignina. Essas placas foram
mantidas a 25 £ 1 °C por 15 dias.

2.3. Obtencao das enzimas por fermentacao em estado soélido

A fermentacao em estado sélido ocorreu em frascos de 250 mL contendo
100 g de residuo de coco de macauba. Esse residuo foi moido, umedecido e
esterilizado por calor umido durante 1 hora a 121 °C, por duas vezes, no intervalo
de 48 h. Apds isso, o residuo foi inoculado com 10 g de micélio crescido em
gréos de sorgo por 15 dias a 25 °C. Ap0s a colonizagao visual do substrato pelos
fungos, foram retirados 3 frascos em intervalos de 5 dias para analises, iniciando-
se no 22° dia apds a incubacao para PLO 02 e PLO 06 e 18° dia para PLE 05
totalizando 5 retiradas. A colonizacdo do fungo foi observada por meio da

visualizagdo do micélio a olho desarmado.

O extrato enzimatico bruto (EEB) foi preparado pela adicao de 50 mL de
tampao citrato de sédio (50 mmol L, pH 4,8) em 25 g do substrato colonizado
pelos fungos. Essa mistura foi homogeneizada em gral de porcelana e
centrifugada a 6000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi submetido a uma

filtragdo em papel filtro (Whatman N°.1). O permeado foi utilizado para analises
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de atividade enzimética, determinagdo de proteinas solUveis e purificacdo das

enzimas.

2.4. Determinacao da biomassa fungica

A biomassa fungica foi determinada pelo teor de ergosterol (Richardson e
Logendra,1997). Amostras de 1 g do micélio/substrato foi misturado a areia
esterilizada (5-10 g). Essa mistura foi triturada em gral de porcelana e 1 mL da
solucdo de etanol 95% (v/v) foi adicionado para facilitar a homogeneizagcdo. Em
seguida, as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga contendo 0,3
g de polivinilpirrolidona (PVP, Sigma) e 10 mL etanol. A solucéao foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com coluna Shimadzu fase
reversa CLC-ODS 25 cm e detector de UV a 254 nm (Aminex HPX-87H, 9um x
7,8 mm, Bio-Rad, Munich, Germany).

Para determinar a massa seca, cinco gramas do substrato colonizado
foram mantidos a 60 °C até a obtengdo de uma massa constante (Barajas-
Aceves et al., 2002).

2.5. Teor de proteinas soluveis

As quantificacbes das proteinas solluveis nos EEB e EEPP foram
realizadas pela metodologia descrita por Bradford (1976). A curva padrao foi feita
utilizando albumina sérica (1% p/v) com concentragéo variando entre 0,05 a 9 ug
mL'. Para cada reagao foi utilizado 1,0 mL do reagente de Bradford (SIGMA,
cédigo B6916), 1 mL de EEB/EEPP e 6 mL de agua. Essa reacao foi incubada
por 10 min a 25 °C. A medida da absorvancia foi realizada a 595 nm em
espectrofotdmetro (Multiskan Go — Thermo scientific).

2.6. Identificacao do potencial de producao de lipases

Esse teste foi realizado utilizando duas metodologias para validagdo da
presenca de lipase no EEB. O primeiro método foi a inoculagdo do fungo em
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meio minimo sélido contendo 6leo de oliva como Unica fonte de carbono. O

segundo método foi feito em meio de cultura acrescido de rodamina B.

No tratamento controle das reagbes enzimaticas nao continha o EEB que
foi substituido pelo tampéao especifico de cada enzima.

2.6.1. Meio mineral

A capacidade dos fungos de utilizar lipideos como fonte de carbono foi
feita pela incubacao dos isolados em meio mineral minimo acrescido de 3% de
6leo de oliva por 10 dias a 25 °C. Esse meio de cultura foi composto de sulfato
de magnésio heptahidratado (0,25 mmol L), fosfato monobésico de potassio
(0,04 mmol L), nitrato de aménio (4,0 mmol L), nitrato de potassio (mmol L),
cloreto de célcio dihidratado (0,25 mmol L"), acido bérico (0,01 mmol L), sulfato
de zinco (0,01 mmol L"), sulfato de cobre (0,01 mmol L), permanganato de
amonio (0,01 mmol L), cloreto férrico (0,01 mmol L") e 3% (v/v) de dleo de oliva
como recomendado por Kouker e Jaeger (1987). Esse meio foi esterilizado por

calor umido em autoclave por 15 min.

Nessa composi¢cao do meio de cultura pode haver trago de carbono, que
ndo é proveniente do Oleo de oliva, mas nao suficiente para crescimento do
fungo. Para eliminar essa hipétese foi feito um controle sem adi¢éo de 6leo de

oliva ao meio mineral, além do uso do método com rodamina B.

2.6.2. Meio com rodamina B

Os trés isolados foram inoculados em meio de cultura sélido de acordo
com a metodologia de Kouker e Jaeger (1987). O meio de cultura foi composto
pelo corante rodamina B (0,001% m/v), caldo nutriente (8 g L"), &gar (10 g L),
cloreto de sédio (4 g L") e 6leo de oliva (3 % v/v). Os reagentes foram misturados
e esterilizados em autoclave por 15 min. A rodamina B foi esterilizada por
filtragdo em membrana (2 um). O permeado foi adicionado ao meio de cultura

previamente esterilizado por calor umido.
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As placas de Petri contendo o meio de cultura com rodamina B foram
divididas perpendicularmente ao meio com uso de uma caneta. Em um dos lados
da placa inoculou-se um dos isolados (um fragmento de 1 cm? de agar com
micélio), e outra parte da placa foi feito uma estria simples de Serratia
marcescens. Essa bactéria foi utilizada como controle positivo para produgéao de
lipase. As placas foram incubadas por 5 dias a 30 °C. Apés esse periodo, essas
placas foram observadas sob a radiacao ultravioleta a 350 nm.

A producéo de lipase foi evidenciada pela formac¢ao de um halo alaranjado
fluorescente na superficie das placas (Shelley et al., 1987).

2.7. Determinacao da atividade enzimatica

2.7.1. Lignina peroxidase

A atividade da lignina peroxidase foi determinada por espectrofotometria
baseada na mudanga de absorbancia a 310 nm a 30 °C (Tien e Kirk, 1984). A
reacdo continha 1,0 mL de tampao de tartarato (100 mmol L', pH 3,5), 1 mL de
alcool veratrilico (4 mmol L"), 250 pL de perdxido de hidrogénio (0,2 mmol L") e
100 pL de EEB.

2.7.2. Lacase

A atividade da lacase foi medida utilizando 2,2’-azino-bis-3-
etilbenzoatizol-6-sulfénico (ABTS) a 30 °C (Buswell et. al., 1995). A reacédo para
um volume final de 3 mL continha 2.300 puL de tampao acetato de sodio (0,1
mmol L', pH 5,0), 100 uL de ABTS (1mmol L") e 600 pL de EEB. Essa reagéo
foi incubada em banho maria a 37 °C por 2,0 min. O comprimento de onda

utilizado para medida da absorvéancia foi de 420 nm.

2.7.3. Manganés peroxidase

A atividade da MnP foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por Kuwahara et. al., (1984). Para a reacéo foi utilizado 500 pL de EEB, 100 uL
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de vermelho de fenol (1 g L"), 100 pL de lactato de sédio (250 mM, pH 4,5), 200
UL de soro de albumina bovino (1% p/v), 50 puL de perdxido de hidrogénio e 50
uL de sulfato de manganés. Essa reacao foi incubada no banho maria a 37 °C
por 15 min e, posteriormente, adicionado 40 pL de hidréxido de sddio (2 mmol L
) e 2 mL de agua. A absorvancia da reacéo foi determinada a 610 nm.

2.7.4. Celulases

A atividade enzimatica de celulase foi analisada de acordo com o método
descrito por Mandels et. al.,, (1976). Para a reacao foi utilizada 250 pL
carboximetil celulose, 500 pL de tampéo citrato de sédio (50 mmol L, pH 4,8),
250 pL de extrato enzimatico. Essa mistura de reacéo foi mantida por 20 min a
50 °C em banho maria. O teor de agucares redutores foi determinado pela adigao
de 1 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Em seguida, a mistura foi incubada
em banho maria por 5 min a 100 °C. A reacéo foi diluida com a adi¢cdo de 8 mL
de agua. O comprimento de onda utilizado para determinacao da absorvancia foi
de 540 nm.

2.7.5. Xilanases

A atividade enzimatica de xilanase foi analisada por método colorimétrico
(Bailey et. al., 1992). Para a reacéo foi utilizado 500 pL de tampé&o acetato de
sodio, 250 pL EEB, 250 pL de xilana. Essa reagéo foi incubada por 20 min a 50
°C em banho maria. As etapas de determinacédo de acucares redutores foram
semelhantes aquelas descritas na atividade de celulase.

2.7.6. Lipases

A atividade lipolitica foi determinada pelo método proposto por Burkert et
al., (2004), o qual se baseia na titulagdo com hidréxido de sodio (NaOH) dos
acidos graxos livres liberados pela acao da lipase presente no extrato enzimatico
sobre os triacilglicerdis do 6leo de soja emulsionados em goma arabica. A
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mistura da reacao continha 5 mL de emulsao de éleo de soja, 2 mL de tampao
fosfato (10 mmol L', pH 7,0) e 1 mL de EEB. Essa reagéo foi homogeneizada
por 1 min e incubado a 37 °C durante 30 min. Apds a incubacdo, 10 mL da
mistura acetona-etanol (1:1 v/v) foi adicionada. Os acidos graxos livres liberados
foram titulados com NaOH (0,05 M).

2.8. Purificacao por exclusao molecular (G-100)

Para o passo de purificacdo, foram selecionados os trés tempos de
incubacdo com maior atividade enzimatica. Os EEBs foram misturados e
submetidos a uma precipitacdo com sulfato de aménio (40% de saturacao) a 4
°C por 12 h. Apés isso, a solucao foi centrifugada a 4000 rpm por 15 min. O
precipitado foi armazenado a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e novamente
precipitado com sulfato de aménio (80% de saturacédo) nas mesmas condi¢cdes
de temperatura, tempo de incubacédo, centrifugacdo e armazenamento da

primeira precipitacao.

Os precipitados foram ressuspendidos em tampao acetato de sédio (50
mmol L, pH 5,0) seguido por uma dialise durante 12 h contra esse mesmo
tampao. A mistura obtida apds da etapa anterior foi aplicada a uma coluna de
Sephadex G-100 (80 cm x 2,0 cm) previamente equilibrada com o tampé&o de
didlise. Apés a eluicdo com tampéao acetato de sédio foram coletadas a uma taxa
de 2 mL min-', 20 mL de extrato proteico parcialmente purificado (EEPP) que
foram analisadas quanto o teor de proteinas soluveis e a atividade enzimatica.
O EEPP foi também utilizado para caracterizagéo cinética das enzimas.

2.9. Caracterizacao cinética do extrato proteico parcialmente
purificado

A caracterizagdo das enzimas foi realizada a partir dos efeitos da
temperatura de incubacédo, pH, concentracdo do substrato e estabilidade

térmica.
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A determinacdo da temperatura 6tima foi avaliada pela incubacdo das
enzimas em seus respectivos substratos em 4 °C, 15 °C, 30 °C, 45 °C e 60 °C.

Para avaliar o pH 6timo da atividade enzimatica lignocelulolitica e lipases
foram utilizados, respectivamente, citrato de sédio (50 mmol L) e fosfato de
soédio (50 mmol L") nos pH 3,0; 7,0 e 10.

O efeito da concentracdo do substrato enzimatico na atividade das
enzimas lignoceluloliticas foi realizado utilizando seus respectivos substratos nas
concentracdes de 1/8, 1/4,1/2, 2, 4, 8,16 e 30 vezes. Para lipase, esse efeito foi

feito nas concentracdes do substrato de 1/8,1/4,1/2, 2, 3, 4 e 5 vezes.

Para verificar a estabilidade térmica as enzimas do EEPP foram
incubadas por 30, 60, 120, 240, 480, 960 min em suas respectivas temperaturas

ja citadas na metodologia acima.

2.10. Ensaio de descoloracao do corante indigo

O EEPP foi avaliado quanto a sua capacidade de descolorir 0 corante
indigo. Em tubos de ensaio de 10 mL foi adicionado o corante indigo (0,2 g mL-
) nos volumes de 400, 600 e 800 pl e completados com EEPP até o volume de
1 mL (Souza, 2012). A reagédo ocorreu por 24 h a 35 °C. Posteriormente, as

absorvancias foram determinadas a 580 nm apds 5 min e 24 h de incubagao.

3. Resultados e discussao

3.1. Biomassa fungica

Os trés isolados apresentaram uma correlagdo positiva maior que 70%
entre a biomassa fungica e a producao de ergosterol (Tabelal). PLE 05 teve
cerca de 100 vezes maior conteudo de ergosterol que os outros isolados. Além
disso, a producdo desse esterol foi diretamente proporcional ao tempo de

incubacao.
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A determinacdo do ergosterol tem sido muito usada para mensurar o
crescimento fungico. A biomassa de P. ostreatus crescido em farelo de aveia e
plasticos oxi-biodegradaveis também foi determinada pelo ergosterol (Barajas et
al., 2002, da Luz et al., 2013).

Tabela 1. Massa seca e teor de ergosterol de PLO 02, PLO 06 e PLE 05 cultivado
em residuo do coco da macauba.

Tempo de incubacéo (dia) Massa seca (g) Ergosterol (mg)
PLO02 PLOO06 PLE 05 PLO02 PLO 06 PLE 05
22 2,72 2,69 2,72 0,017 0,022 2,73
27 2,75 2,72 2,75 0,018 0,020 2,88
32 2,77 2,74 2,79 0,020 0,022 3,11
37 2,79 2,76 2,80 0,018 0,022 3,06
42 2,84 2,82 2,85 0,054 0,030 3,06

3.2. Atividade lipolitica

No primeiro teste, os fungos cresceram utilizando lipideos como fonte de
carbono e energia (Figura 1). PLE 05 teve menor crescimento micelial que PLO
02 e PLO 06.

Figura 1. Crescimento micelial dos isolados de Pleurotus ostreatus PLO 02 (A),
PLO 06 (B) e de Pleurotus eryngii PLE 05 (C) em meio minimo acrescido de
3%(v/v) de Oleo de oliva, apés 10 dias de incubacao a 25 °C.

No segundo teste, foi observado a formagcéo de um halo fluorescente
alaranjado sobre o meio de cultura que se deve a reagao dos acidos graxos
produzidos durante a hidrélise enzimatica com a rodamina B (Figura 2). Assim,
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os trés isolados sao lipoliticos, pois houve a formagéo do halo alaranjado em
torno das colénias fungicas. Resultados semelhantes foram relatados para
Trichothecium roseun (Gopinath et al., 2013), Penicillium sp., Rhizomucor sp. e
Aspergillus sp. (Rodrigues, et al., 2016) e Lentinus crinitus (Cambri et al., 2016)

que foram isolados de ambientes contaminados com 6leo.

Figura 2. Producao de lipases por isolados de Pleurotus ostreatus (PLO 02 e
PLO 06) e Pleurotus erynggi (PLE 05) em meio de cultura composto por
rodamina B e 6leo de oliva. (A) placa vista de frente com PLO 02, PLO 06, PLE
05 e Serratia marcescens (SM). Placas individuais de PLO 02 (B), PLO 06 (C) e
PLE 05 (D) em meio contendo rodamina B (col6nias a direita) e S. marcescens
como controle positivo (estria a esquerda). A presenca de halos alaranjados em
torno da col6nia indica a hidrélise dos lipideos.

3.3. Atividade enzimatica do extrato bruto

Verificou-se que atividade de lacase, LiP, MnP, xilanase, celulase e lipase
no EEB dos trés isolados.

A produgéo de lacase de PLO 06 e PLE 05 se manteve constante nos
tempos de incubagdo. A quantidade de Lac produzida também foi similar entre
esses dois fungos (Figura 3A). A atividade de lacase em PLO 02 foi constante
até préximo dos 25 dias de incubacéao, tendo um aumento de aproximadamente
3 vezes aos 38 dias (Figura 3A). A lacase de P. ostreatus cultivado em graos de
trigo por 40 dias teve pico de atividade aos 20 dias, chegando a uma
produtividade de 70 pmol g de substrato (Montoya et al.,2015). Outra lacase
isolada de P. eryngii cultivado em caules de bananeira triturado obteve picos de
atividade de 160,25 U mL"" ap6s 10 dias (Asgher e Bilal, 2016). PLO 02 se
mostrou um eficiente produtor de lacase no residuo do coco da macauba quando
comparado a PLO 06 e PLE 05.
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As enzimas LiP e MnP de PLO 06 apresentaram pico de atividade aos 35
dias (Figura 3 B e C). A partir dos 35 dias, nao se detectou atividade de LiP em
PLO 02 e a atividade de MnP para PLO 02 e PLE 05 se manteve (Figura 3B).
MnP de P. ostreatus cultivado em graos de trigo teve producao constante durante
os 40 dias (Montoya et al., 2015). Em outro trabalho, no qual P. ostreatus foi
cultivado em torta de pinhdo-manso a atividade de LiP chegou a 10,60 mmol mL-
! apos 7 dias (Oliveira et al., 2016). P. erynggii teve picos de atividade para LiP
e MnP de 143,15 mL"' e 68,2 mL"", respectivamente, no quarto dia de incubacgéao
(Asgher e Bilal, 2016).

Apesar de serem produzidas em quantidades diferentes, a celulase e a
xilanase de PLE 05 mantiveram a produgéo constante nos tempos de incubagéo.
PLO 02 e PLO 06 tiveram picos de atividade em 37 e 33 dias, respectivamente,
para xilanase (Figura 3D). Aos 37 dias, a celulase de PLO 06 teve maior atividade
e a celulase de PLO 02 teve producao constante em todos os tempos de
incubagéo (Figura 3E). As atividades enzimaticas podem variar com o isolado
fungico e o substrato. Assim, Montoya et al., (2015) observaram picos de
atividade de celulase (50 umol g') aos 35 dias de incubagdo em P. ostreatus
cultivado em graos de trigo, enquanto Cardoso (2012) encontrou atividade de
0,00132 e 0,00133 mmol g para celulase e xilanase, respectivamente, em P.
ostreatus quando cultivado em palha de sorgo apés 20 dias. Este mesmo autor
identificou essas enzimas em P. erynggii com atividades de 0,00065 e 0,00180
mmol g para celulase e xilanase, respectivamente. Altaf et al., (2016) obteve
diferentes perfis de producéao de xilanase em P. erynggii dependendo da fonte
de carbono utilizada, obtendo a melhor produtividade utilizando xilana como
fonte de carbono, com atividade chegando a 5 pmol g apdés 10 dias de

incubacao.

Em todos os trés isolados analisados foi detectado atividade lipolitica no
EEB. A producao de lipase foi maior em PLO 06 e menor em PLO 02 e PLE 05
(Figura 3F), respectivamente, no qual a atividade nestes dois Ultimos se manteve
constante nos tempos analisados. Em PLO 06 houve um pico de atividade aos
32 dias chegando a 2,5 mmol min-'. Atividade menor para lipase foi encontrado
por Piscitelli et al., (2017) em P. ostreatus cultivado em meio de cultura comercial
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acrescido com agua residual de azeitona tendo seu maximo de atividade aos 5

dias de incubagéo com pico de 0,03 mmol L.
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Figura 3. Atividade especifica de lacase (A), lignina peroxidase (B), manganés
peroxidase (C), xilanase (D), celulase (E) e lipase (F) de Pleurotus ostreatus,
isolados PLO 02, PLO 06 e de Pleurorus eryngii, isolado PLE 05, quando
cultivado em residuo do coco da macauba em diferentes tempos de incubacgao.
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3.4. Purificacao parcial do extrato enzimatico (EEB)

O coeficiente de correlacao entre o tempo de retencéo e o volume do
tampao foi de 99% (Tabela 2). Esse tempo de retengéo foi cerca de 10 min.

Tabela 2. Fases e tempos de eluicdo do extrato enzimatico bruto durante a
purificagcdo por exclusdao molecular de Pleurotus ostreatus isolados PLO 02 e
PLO 06 e Pleurotus erynagii.

Fases de eluicao Tempo na coluna (min) Quantidade de tampao

eluido (mL)
Fase 1 10 20
Fase 2 20 40
Fase 3 30 60
Fase 4 40 80
Fase 5 50 100
Fase 6 60 120
Fase 7 70 140

Apé6s a purificagdo parcial foram detectados picos enzimaticos em 10
fases coletadas para PLO 02, sendo a fase 2 a Unica contendo todas as enzimas.
Nessa mesma fase foi detectado o maior valor para proteinas soluveis, lacase e
LiP (Figura 4A). A partir da fase 3, o valor das proteinas soluveis diminui e a
atividade de MnP, xilanase, e celulase aumentaram. No PLO 06 foi encontrado
atividade enzimatica até a fase 6 de eluicdo. Na fase 5 foi observado os maiores
picos de atividade enzimdtica, e maior concentracdo de proteinas soluveis
(Figura 4B).

Em P. eryngii detectou-se atividade maxima enzimatica na fase 2 de
eluicdo, na qual encontram-se também, a presenca de todas as enzimas (Figura
4 e Tabela 2). A partir da quarta fase nao se detectou mais atividade enzimatica,
apenas para proteinas soluveis. Para cada fungo, a fase que continha maior
atividade, principalmente das ligninases, foi submetida a posterior caracterizacao

enzimatica.
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Figura 4. Perfil de eluicdo do extrato enzimatico parcialmente purificado de
Pleurotus ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06 e Pleurotus eryngii cultivado em
residuo do coco de macauba. Atividade em unidades arbitrarias.

No processo de purificagdo com SEPHADEX G-100 obteve-se aumento
no rendimento para MnP apenas em PLO 06, com incremento de cerca de 3
vezes na sua atividade (Tabela 3). Rendimento de 1,2 vezes foi relatado para
MnP de P. ostreatus crescido em meio de cultura comercial (Yehia, 2014). Ja em
P. erynggii cultivado em meio de cultura comercial acrescido de diferentes fontes

de nitrogénio o rendimento para MnP foi de 0,5 vezes (Martinez et al., 1996).

A lacase presente no EEPP apresentou rendimentos de 105%, 504% e
315% para PLO 02, PLO 06 e PLE 05, respectivamente (Tabelas 3, 4 e 5).
Rendimento de 77,6% foi relatado para P. ostreatus cultivado por 8 dias em palha
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de trigo (Patel et al., 2014) e 16,6% de rendimento para P. erynggii cultivado em

meio de cultura comercial (Yang et al., 2015).

Para a LiP o melhor resultado em termos de rendimento de purificagao foi
para o PLO 06, no qual houve um incremento 4 vezes na atividade de LiP (Tabela
4), seguido por 1,3 para PLO 02 (Tabela 3) e 2,2 para PLE 05 (Tabela 5).
Incremento de 1,6 na atividade foi encontrado em LiP de P. ostreatus cultivado
em torta de pinhdo-manso (Oliveira et al., 2016). Em Ganoderma Ilucidum
crescido em palha de trigo, o rendimento alcangou um aumento na atividade de
cerca de 8 vezes para LiP (Bilal et al., 2015). De uma forma geral os fungos
estudados apresentaram um bom rendimento na purificagdo de LiP quando
comparado aos resultados relatados na literatura, demonstrando o potencial
desses isolados na producao desta enzima e sua facil purificagao.

Para as enzimas hidroliticas, celulase e xilanase, obteve-se aumento na
atividade de 1,2 vezes para ambas as enzimas de PLO 02 (Tabela 3). Para PLO
06, o aumento na atividade foi de 2 vezes e 0,98 vezes para xilanase e celulase,
respectivamente, e 5 e 1,9 de incremento nas atividades de xilanase e celulase
de PLE 05. Acréscimo de 1,5 vezes na atividade de xilanase foi relatado em P.
ostreatus crescido em meio base com xilana (Fikiru et al., 2016). Em Aspergillus
tamatrii kita crescido em bagaco de cevada, a purificagcdo de uma xilanase rendeu
um aumento de 7,43 vezes na sua atividade (Heinen et al., 2018). O rendimento
para celulase de P. ostreatus cultivado em meio comercial foi de 17,9% (Okereke
et al., 2017), valor menor do que o obtido por PLO 06 neste estudo, mostrando

o potencial desse isolado na producao de celulases.
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Tabela 3. Volume, atividade total e especificas, fator de purificacao e rendimento
das enzimas nas diferentes etapas de purificagdo parcial das enzimas
lignoceluloliticas do extrato enzimatico bruto de Pleurotus ostreatus (PLO 02)
cultivado em residuo de coco de macauba.

Etapas da Purificacao Volume Atividade (mM min-") Fator de Rendimento
(mL) Total Especifica purificagdo (%)
Manganés Peroxidase

Extrato enzimatico
bruto 150 2,6 51 1,0 100
Precipitacédo/Dialise 103 0,3 20 0,4 11
SEPHADEX G-100 50 0,74 58 2,8 28

Lacase

Extrato enzimatico
bruto 150 14,5 336 1,0 100
Precipitacédo/Dialise 103 215 6739 20 1481
SEPHADEX G-100 50 226 8043 1,2 105

Lignina Peroxidase

Extrato enzimatico
bruto 150 1,2 19,6 1 100
Precipitacao/Dialise 103 0,98 30,6 1,6 84
SEPHADEX G-100 50 1,1 40 1,3 96

Xilanase

Extrato enzimatico
bruto 150 0,08 1,0 1 100
Precipitacado/Dialise 103 0,03 1,0 0,94 40
SEPHADEX G-100 50 0,03 1,2 1,3 44

Celulase

Extrato enzimatico
bruto 150 0,17 4,6 1,0 100
Precipitacado/Dialise 103 0,05 0,15 0,03 28
SEPHADEX G-100 50 0,01 0,19 1,3 6,5

O baixo rendimento na purificacdo da celulase

(endoglucanases,

exoglucanase, 3 — glicosidase) deve-se a sua agao sinérgica para degradar a

celulose em seus monémeros de baixo peso molecular (Carvalho, 2011). Ao

submetermos o EEB a etapa de cromatografia as celulases podem ter sido

separadas e eluidas em fases diferentes diminuindo suas interagdes com a fase

estacionaria e suas atividades. Resultado similar a este também foi relatado por

Rodrigues et. al., (2014) no qual ndo houve aumento na atividade de celulase no

final da purificacdo. O mesmo pode ser constatado para a xilanase que se

comporta de forma sinérgica para degradar a xilana presente na hemicelulose.
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Tabela 4. Volume, atividade total e especificas, fator de purificacao e rendimento
das enzimas nas diferentes etapas de purificagdo parcial das enzimas
lignoceluloliticas do extrato enzimatico bruto de Pleurotus ostreatus (PLO 06)
cultivado em residuo de coco de macauba.

Etapas da Purificacao Volume Atividade (mM min-") Fator de Rendimento
(mL) Total Especifica purificagao (%)
Manganés Peroxidase

Extrato enzimatico

bruto 176 8 104 1,0 100
Precipitacédo/Dialise 60 25 542 5,2 303
SEPHADEX G-100 50 28 546 1 270
Lacase

Extrato enzimatico
bruto 176 13,7 167 1,0 100
Precipitacao/Dialise 60 62,2 623 3,7 453
SEPHADEX G-100 50 69 782 1,3 504

Lignina Peroxidase

Extrato enzimatico

bruto 176 5,9 73 1 100
Precipitacdo/Dialise 60 2.4 24 0,34 41
SEPHADEX G-100 50 8,7 98 4,0 147
Xilanase
Extrato enzimatico
bruto 176 0,08 1,0 1 100
Precipitacao/Dialise 60 0,19 1,9 1,8 221
SEPHADEX G-100 50 0,33 3,7 1,9 382
Celulase
Extrato enzimatico
bruto 176 0,02 0,3 1,0 100
Precipitacdo/Dialise 60 0,03 0,3 1,1 150
SEPHADEX G-100 50 0,03 0,3 0,98 127
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Tabela 5. Volume, atividade total e especificas, fator de purificacao e rendimento
das enzimas nas diferentes etapas de purificagdo parcial das enzimas
lignoceluloliticas do extrato enzimatico bruto de Pleurotus eryngii (PLE 05)
cultivado em residuo de coco de macauba.

Etapas da Purificacao Volume Atividade (mM min-") Fator de Rendimento
(mL) Total Especifica purificagao (%)
Manganés Peroxidase

Extrato enzimatico

bruto 176 49 29 1,0 100
Precipitacao/Dialise 60 0,7 0,14 0,005 14
SEPHADEX G-100 50 1,7 1,3 9,1 34
Lacase
Extrato enzimatico
bruto 176 17,4 117 1,0 100
Precipitacédo/Dialise 60 45,6 154 1,3 262
SEPHADEX G-100 50 54,9 683 4.4 315
Lignina Peroxidase
Extrato enzimatico
bruto 176 17,5 1125 1 100
Precipitacao/Dialise 60 18,3 3,8 0,034 104
SEPHADEX G-100 50 11,2 8,6 2,26 63
Xilanase
Extrato enzimatico
bruto 176 0,05 0,37 1 100
Precipitacdo/Dialise 60 0,02 0,004 0,01 40
SEPHADEX G-100 50 0,02 0,02 5 40
Celulase
Extrato enzimatico
bruto 176 0,37 25 1,0 100
Precipitacdo/Dialise 60 0,02 0,006 0,002 7,3
SEPHADEX G-100 50 0,01 0,01 1,9 3,8

3.5. Caracterizacao enzimatica

3.5.1. Efeito da temperatura

Para os trés isolados a atividade de lacase se manteve estavel em
todas as temperaturas, exceto para o PLO 02 que teve sua atividade
aumentada nas temperaturas proximas de 50 °C (Figura 5A). Essa
temperatura tem sido observada ser 6tima para atividade de lacase de P.
ostreatus cultivado em palha de trigo que também teve um pico de
atividade em 50 °C (Patel et al., 2014) e de P. eryngii crescido em meio

comercial (Yang et al., 2015).

A lignina peroxidase dos trés isolados testados comportaram-se de forma
diferente quanto a temperatura 6tima de atividade. Para o PLO 02 houve pico de
atividade em 15 °C. Para PLO 06 a atividade maxima foi em temperaturas
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proximas a 30 °C e em PLE 05 nao houve diferenga quanto a atividade em
nenhuma das temperaturas de incubacao (Figura 5B). A variacdo de temperatura
Otima desta enzima é relatada na literatura. Enquanto a LiP de P. ostreatus
cultivado em torta de pinhao-manso foi termoestavel em todas as temperaturas
(Oliveira et al., 2016), quando cultivado em meio comercial a melhor temperatura
foi a 35 °C (Sivakami et al. 2017). Dentre os trés fungos, a LiP de PLE 05 foi a
que demonstrou maior termoestabilidade nas temperaturas analisadas. Enzimas
com maior termoestabilidade apresentam vantagens, como a diminuigdo da
carga enzimatica nos processos, maior tempo de atividade enzimatica e assim

diminuindo os custos do processo (Viikari et al., 2007)

A MnP manteve-se estavel em todas as temperaturas analisadas para os
trés isolados (Figura 5C). Resultado semelhante foi encontrado em MnP de
Ganoderma lucidum crescido em meio comercial no qual a atividade da enzima
se manteve estavel até 50 °C, decaindo em temperaturas superiores (Bilal et al.,
2015). Entretanto, a manganés peroxidase de P. ostreatus crescido em meio
comercial teve maximo de atividade a 25 °C (Yehia, 2014).

A xilanase e a celulase foram termoestaveis em todas as temperaturas
testadas (Figura 5D). Uma xilanase de P. ostreatus cultivado em meio basal
acrescido de xilana teve seu maximo de atividade a 50 °C (Fikiru et al., 2016).
Comportamento similar foi encontrado para uma xilanase de Trichoderma
inhamatum crescido em meio comercial somado de farelo de trigo (Silva et al.,
2015). Em P. florida cultivado em diferentes fontes de carbono foi encontrado
atividade maxima de celulase a 45 °C (Goyal e Soni, 2011). As enzimas Lacase,
MnP, Xilanase e celulase dos trés isolados demonstraram termoestabilidade em
uma ampla faixa de temperatura reforcando seu potencial uso em diferentes

industrias.

As lipases de PLO 02, PLO 06 e PLE 05 tiveram comportamento similar
nas temperaturas testadas. Em todos os casos, as lipases tiveram pico de
atividade a 30 °C (Figura 5F). Resultado parecido foi demonstrado por Piscitelli
et al., (2017) no qual duas lipases isoladas de P. ostreatus cultivado em meio de
cultura comercial acrescido com agua residual de azeitona, e expressas
heterologamente na levedura Pichia pastoris, tiveram o maximo de atividade no
intervalo de 30 a 40 °C. Lipase do basidiomiceto Schizophyllum commune
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ISTLO4 cultivado em sementes de Leucaena leucocephala teve aumento na
atividade até 60 °C, diminuindo nas temperaturas superiores a esta (Singh et al.,
2014).
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas do EEPP (A)
lacase, (B) LiP, (C) MnP, (D)xilanase, (E) Celulase e (F) Lipase de Pleurotus
ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06 e Pleurotus eryngii cultivados em residuo
do coco de macauba.

3.5.2. Efeito do pH

As atividades das lacases dos trés isolados comportaram-se de forma
similar quanto ao pH 6timo, tendo picos de atividade em pHs proximo a trés
(Figura 6A). Comportamento parecido foi encontrado em lacase de P. eryngii na
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qual a maior atividade dessa enzima foi em pH igual a trés e atividade decaindo
a partir deste (Yang et al., 2015). Lacase de P. ostreatus cultivado em palha de
trigo teve maior atividade em pH igual a 4,5 (Patel et al., 2014) valor um pouco
acima do encontrado para os isolados PLO 02, PLO 06 e PLE 05. A diminuicéo
na atividade das lacases em pH mais alto, pode ser causado devido a ionizagao
dos aminoacidos criticos encontrados nessa enzima (Asp e Glu), inativando-as
(Salony et al., 2006).

As atividades das LiPs comportaram-se de maneira diferente de acordo
com os isolados. Em PLO 02 a atividade dessa enzima se manteve constante
nos pHs testados (Figura 6B) e em PLO 06 e PLE 05 tiveram um pico de
atividade em pH proximo do neutro. Oliveira et al., (2016) encontraram maior
atividade em pH no intervalo de 5 a 7 para essa enzima de P. ostreatus quando
cultivado em torta de pinhao - manso. Em Ganoderma lucidum crescido em meio
comercial a atividade de LiP também foi maior em pHs no intervalo de 5 a 6
(Sivakami et al.,2017).

A enzima manganés peroxidase dos trés isolados mantiveram-se estaveis
nos pHs em que foram incubadas, apenas PLO 02 teve um aumento na atividade
em pH 7 (Figura 6C). Valores maiores de atividade foram encontrados para MnP
em pHs acidos em P. ostreatus crescido em meio comercial (Yehia et al., 2014).

As xilanases e as celulases mantiveram-se estaveis em todos os pHs
analisados (Figura 6D e E). Resultado semelhante foi encontrado em xilanase
de P. eryngii no qual a enzima manteve atividade constante nas faixas de pHs
de 4 a 10 analisadas (Altaf et al., 2016). Em P. ostreatus foi demonstrado
atividade 6tima para xilanase em pH 6 (Fikiru et al., 2016). Em Pleurotus florida
cultivado em diferentes fontes de carbono foi encontrado atividade maxima de
celulase em pHs na faixa de 4 a 5,5, diminuindo a atividade em pHs superiores
a este (Goyal e Soni, 2011).

As lipases secretadas por PLO 06 e PLE 05 tiveram picos de atividade em
pH 7. A maior atividade para PLO 02 foi em pH 3 (Figura 6F). Em todas as lipases
a atividade diminuiu a medida que o pH se tornava alcalino, sendo nao detectada
atividade de lipase em pH 10 em PLE 05. Resultado semelhante foi encontrado
para duas lipases isoladas de P. ostreatus no qual a atividade teve seu apice em
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pH 7, diminuindo a atividade a medida que o pH se tornava mais alcalino

(Piscitelli et al., 2017). Lipase de Schizophyllum commune ISTL04 cultivado em

sementes de Leucaena leucocephala teve maior atividade em pH alcalinos com

maxima em pH 11 (Singh et al., 2014).
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Figura 6. Efeito do pH sobre a atividade das enzimas do EEPP (A) lacase,
(B) LiP, (C) MnP, (D) xilanase, (E) Celulase e (F) Lipase de Pleurotus
ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06 e Pleurotus eryngii cultivados em
residuo do coco de macauba.

3.5.3. Estabilidade térmica

As enzimas dos trés isolados analisados mantiveram-se estaveis nos

tempos de incubacao. Com excecéao da lacase, que teve uma queda de atividade
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até uma hora de incubagcédo e depois manteve-se constante (Figura 7A). Os
outros isolados tiveram uma redugéo na atividade até 4 h, estabilizando depois
desse periodo (Figura 7). Comportamento semelhante foi encontrado para
lacase de P. ostreatus crescido em palha de trigo no qual houve decaimento na
atividade até uma hora de incubacéo estabilizando nas h posteriores (Patel et
al., 2014). A LiP de P. ostreatus cultivado em meio comercial caracterizada por
Sivakami et al. (2017) teve um aumento na atividade até 144 h, decaindo depois
disso. Grabski et al., (1996) extrairam uma MnP de L. edodes no qual
conseguiram detectar atividade enzimatica apds 60 d de incubagédo a 4 °C. Isso

demonstra a capacidade dessa enzima em diferentes condigbes térmicas.
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Figura 7. Efeito do tempo de incubacédo sobre a atividade das enzimas do
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macauba.
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A xilanase isolada de P. eryngii crescido em meio com xilana manteve-
atividade durante 288 h de incubacao, diminuindo sua atividade ap6s esse tempo
(Altaf et al., 2016). Uma celulase extraida de L. edodes teve pico de atividade
nas primeiras horas de incubacdo, decaindo apos 24 h (Pereira Junior et al.,
2003). Resultados semelhantes aos encontrados para as lipases de PLO 02,
PLO 06 e PLE 05 foram relatados por Singh et al., (2014) no qual a lipase
produzida por S. commune ISTL0O4 teve queda na atividade com o decorrer do

tempo de incubagao, mas teve atividade detectada apds 5 h.

3.5.4. Parametros cinéticos

As curvas de atividade em funcdo da concentracao do substrato obtidas
do EEPP de PLO 02, PLO 06 e PLE 05 seguiram a cinética de Michaeles-Menten
(Figura 8 e Tabela 6). As reacgbes catalisadas por essas enzimas apresentam
uma saturagdo com o aumento da concentracao do substrato e a velocidade de

conversao nao foi linear fronte ao aumento da concentracao do substrato.

Dentre as lacases obtidas de PLO 02, PLO 06 e PLE 05 a que apresentou
maior afinidade pelo substrato foi a lacase do PLE 05, ou seja, seu Km foi o menor
dentre a dos trés isolados (Figura 8A e Tabela 6). Valor maior de Ku (46,51 mM)
foi encontrado em lacase de P. ostreatus crescido em palha de trigo no qual o
substrato usado também foi o ABTS, demonstrando assim, menor afinidade pelo
substrato quando comparado a lacase encontrada nos trés isolados aqui
analisados. Em outro trabalho a mesma enzima produzida por P. ostreatus teve
Km de 0,021 mM, valor préximo do encontrado no nosso estudo (Jamil et al.,
2018). Para as trés LiP, os valores de Km encontrados foram préximo entre si
(Tabela 6). Dentre as LiPs analisadas, a produzida por PLO 06 apresentou maior
afinidade pelo substrato e Vmax de 9,32 mmol L' min -' (Figura 8B). Em P.
ostreatus cultivado em torta de pinhdo-manso a Km encontrada foi de 0,067 e
Vmax igual a 366 pmol min" (Oliveira et al., 2016), valores maiores em relagdo
aos obtidos neste estudo.
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Tabela 6. Parametros cinéticos, constante de Michaelis-Menten (Kwm) e
velocidade méxima (Vmax) das enzimas lignoceluloliticas e lipase de Pleurotus
ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06 e Pleurotus eryngii cultivados em residuo
do coco de macauba.

Enzimas PLO 02 PLO 06 PLE 05

Km Vmax Kwm Vmax Kwm Vmax

(mg mL") (mmol L' min ) (mgmL")  (mmol L''min ) (mgmL")  (mmol L'"min )

Lacase 0,00150 31,40 0,00240 48,07 0,00057 57,400
LiP 0,00030 9,90 0,00028 9,32 0,00073 7,300
MnP 0,03200 17,00 0,01900 26,24 0,02200 73,00
Celulase 0,00120 0,26 0,00340 0,092 0,00160 0,064
Xilanase  0,00065 0,36 0,00600 0,38 0,00031 1,020
Lipase 0,06000 7,37 5,90000 15,20 3,70000 40,800

A constante de Michaelis — Menten para as MnPs obtidas de PLO 02,
PLO 06 e PLE 05 tiveram valores parecidos (Figura 8C e Tabela 6). Valor
semelhante aos encontrados aqui foram relatados para P. ostreatus cultivado em
palha de trigo no qual a Kwmfoi igual a 0,033 mM e Vméax de 189 U mL"" (Aslam
and Asgher, 2011).

Os parametros cinéticos para as xilanases também foram parecidos para
os trés isolados (Figura 8D). A xilanase de PLE 05 foi a que apresentou maior
afinidade pelo substrato apresentando também a maior velocidade (Tabela 6).
Em P. ostreatus cultivado em meio basal acrescido de xilana o valor para a Km
foiigual a 0,19 e Vméax de 0,011 mM min-! (Fikiru et al., 2016). Valores baixos de
Km também foram obtidos de uma xilanase de P. eryngii crescido em meio
complexo adicionado de amido, no qual foi encontrado valores de 1,45 U mL" e
7,21 mg mL™" para Kue Vmax, respectivamente (Sugumaram et al., 2012). Esses
valores baixos de Kv para as xilanases estao de acordo com aqueles obtidas por
enzimas microbianas, no qual os valores da constante de Km ficaram entre 25 u
mL'e 1700 p mL" (Fikiru et al., 2016).

A cinética enzimatica para as celulases de PLO 02, PLO 06 e PLE 05
tiveram valores similares. A celulase de PLO 02 demonstrou ter maior afinidade
pelo substrato e maior Vméax. Em P.ostreatus cultivado em meio complexo com
sacarose os valores de Kv e Vmax da enzima purificada foram de 0,063 mM e
0,0019 mM min-', respectivamente, utilizando carboximetilcelulose (Okereke et
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al., 2017). Para as lipases analisadas, a produzid

a por PLO 02 apresentou maior

afinidade pelo substrato (Figura 8F). Valores parecidos aos encontrados para

lipase de PLO 02 foram demonstrados por Pisc

itelli et al., 2017, cujo uma das

lipases produzidas por P. ostreatus teve Kuvariando entre 0,035 mM min-'e 0,35

mM min-' dependendo do substrato utilizado.
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3.6. Aplicacao do EEPP de PLO 02, PLO 06 e PLE 05

O EEPP de todos os trés fungos conseguiu descolorir o corante. Pode-se
notar que a descoloragao foi diretamente proporcional ao aumento do tempo de
incubagéo, independente do volume de corante usado na reacao (Figura 9). PLO
02 alcancgou taxas de 50% de descoloracdo ap6s 24 h a 35 °C.
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Figura 9. Taxa de descoloracao pelo EEPP de Pleurotus ostreatus isolados PLO
02 e PLO 06 e Pleurotus eryngii cultivados em residuo do coco de macauba,
apds 24 h de incubagédo em diferentes propor¢des de EEPP e corante. (A) 400
uL de corante + 600 pL de EEPP; (B) 600 uL de corante + 400 uL de EEPP e (C)
800 pL de corante + 200 pL de EEPP.

O isolado PLO 06 teve uma taxa de descoloracao maxima de 56% apds
24 h de incubacao a 35 °C (Figura 9).

Dentre os trés isolados analisados quanto a capacidade do EEPP
degradar o corante indigo, P. eryngii PLE 05 foi o que demonstrou maior
potencial (Figura 10), degradando até 73% do corante em apenas 5 min,
chegando a 100% de eficiéncia apos 24 h a 35 °C. A descoloragcédo pode ser
verificada visualmente nas misturas de corante e EEPP. Pode-se observar uma
diminuicdo acentuada da cor do corante (Figura 10). O extrato enzimatico bruto
de P. ostreatus crescido em cascas de semente de girassol conseguiu descolorir
de 70% a 100% do corante indigo carmim a depender da concentracdo de
corante (Papinutti e Forchiassin, 2010). Em outro trabalho no qual P. ostreatus e
P. sajor caju foram cultivados em bagaco de cana-de-agucar por 30 min, o

extrato enzimatico conseguiu uma taxa de descoloracédo de 53% e 73%, (Silva,
2014).
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Figura 10. Degradagao do corante indigo pelo extrato enzimatico parcialmente
purificado (EEPP) de PLE 05 apds 5 min (A) e 24 h (B) de incubacao. (1) 400
uL de corante: 600 uL de EEPP; (2) 400 uL de corante : 600 puL de tampao
acetato de sédio; (3) 600 uL de corante: 400 uL de EEPP; (4) 600 uL de corante:
400 pL de tampao acetato de sddio; (5) 800 uL de corante: 200 uL de EEPP; e
(6) 800 pL de corante: 200 uL de tampao acetato de sodio.

4. Conclusao

Pleurotus ostreatus (PLO 02 e PLO 06) e Pleurotus eryngii (PLE 05)
apresentam capacidade de produzir o complexo enzimatico lignoceluloliticos e
lipolitico no residuo do coco da macauba. O rendimento no processo de
purificagdo por exclusdao molecular, entretanto e sua atividade varia com o
isolado e a enzima. O extrato enzimético parcialmente purificado com maior
potencial para aplicagdo no tratamento de efluentes contaminados com corantes
€ o extrato enzimatico de P. eryngii, no qual consegue-se eficiéncia de 100% de
descoloracdao. Os residuos de coco de macauba apresentam potencial para

producédo de enzimas de interesse industrial.
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CONCLUSOES GERAIS

Os fungos Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus isolados PLO 02 e PLO 06
e Pleurotus eryngii apresentaram capacidade de produzir o complexo enziméatico
lignoceluloliticos e lipolitico no residuo do coco da macauba. O rendimento no
processo de purificacdo por exclusdo molecular foi variado de acordo com o
isolado e a enzima. O extrato enzimatico parcialmente purificado com maior
potencial para aplica¢do no tratamento de efluentes contaminados com corantes
foi extrato enzimatico de P. eryngii, no qual conseguiu uma eficiéncia de 100%

de descoloracao.
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