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RESUMO

Lacases fungicas sdo oxidases capazes de oxidar uma série de compostos fendlicos
incluindo a lignina dos residuos lignoceluldsicos. Para avaliar a producdo de lacase,
o fungo Pleurotus ostreatus foi cultivado nos residuos lignocelulésicos (bainhas
interna e externa) da pupunha por um periodo de até 30 dias em condi¢cdes
estacionarias. Atividade de lacase de 20.000 U/L foi encontrada nos filtrados da
cultura. A acdo da lacase sobre os residuos lignocelulésicos resultou em um
afrouxamento das fibras da pupunha. Bainhas interna e externa de pupunha pré-
tratadas biologicamente (pds cultivo do fungo) e néo pré-tratadas, foram submetidas
a hidrdlise utilizando uma celulase comercial de Trichoderma reesei. As fibras da
bainha interna pré-tratadas biologicamente mostraram-se mais suscetiveis a
sacarificacdo enzimatica o que resultou em um aumento de 7 vezes a liberacéo de
acucares redutores. Por outro lado, nas fibras da bainha externa da pupunha o
fendmeno de afrouxamento ndo ocorreu, ndo havendo aumento da sacarificagcao dos
residuos pos cultivo do fungo. Analises por microscopia eletrbnica e FTIR sédo
consonantes com os resultados obtidos.

INTRODUCAO

As lacases (EC 1.10.3.2) sdo oxidases que catalisam a oxidacdo de grande
variedade de substratos organicos e inorganicos, incluindo mono-, di- e polifendis,
metoxifendis, aminas aromaticas tendo grande aplicacdo em diferentes areas da
guimica verde (BACKES et al., 2022). A maioria das lacases com potencial
biotecnolégico sao obtidas de fungos superiores, especialmente dos basidiomicetos
de podriddao branca, que degradam/alteram a lignina dos residuos lignocelulésicos.
Gracas a facilidade de cultivo, baixo custo e obtencéo de extratos enzimaticos com
elevadas atividades, residuos agroindustriais como farelo de trigo, bagaco de cana,
casca de arroz, serragem de eucalipto, entre varios outros sdo utilizados como
substratos em cultivos em estado sélido. Pesquisas que incluam outros substratos
gue possibilitem rapido crescimento dos fungos e elevada producéo da enzima séo
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de grande importancia, pois podem baratear a producdo das lacases. Além disso,
por terem as lacases capacidade de modificar a estrutura da lignina, o cultivo de
fungos produtores de lacases em substratos lignocelulésicos € considerado um pré-
tratamento bioldgico, afrouxando as fibras lignoceluldsicos e melhorando a posterior
hidrélise de celulose e hemiceluloses por enzimas hidroliticas (BARCELOS et al.,
2020). O material lignocelulésico do palmito pupunha (Bactris gasipaes) atualmente
€ subutilizado. Aproximadamente 37% do volume de toda a matéria vegetal que
chega a industria € considerado como residuo (fibras das bainhas), sendo utilizado
como racdo animal ou fertilizante agricola. Tais biomateriais poderiam ser
explorados como fontes de moléculas de alto valor agregado, dentro dos conceitos
de economia circular e upcycling, que transmite a ideia de reciclagem. Uma das
formas de agregar valor a esses residuos seria a sua utilizacdo como substrato para
cultivo de microrganismos, producdo de enzimas e pré-tratamento biolégico para
favorecer a obtencdo de acucares fermentesciveis. Considerando o exposto, 0s
objetivos deste trabalho foram avaliar a producdo de lacases pelo fungo Pleurotus
ostreatus cultivado em residuos de pupunha e avaliar o efeito de pré-tratamento do
residuo através da producdo de acUcares fermentesciveis via sacarificacao
enzimatica das fibras lignoceluldsicas pos cultivo do fungo.

MATERIAIS E METODOS

P. ostreatus foi obtido da Cole¢do de Basidiomicetos do Laboratorio de Bioquimica
de Microrganismos e Alimentos-UEM. O fungo foi mantido em laboratério através de
repigues sucessivos em agar-batata-dextrose. Para producédo da lacase, utilizou-se
as bainhas interna e externa da pupunha como substrato com umidade inicial de
90%. Os cultivos foram mantidos a 28°C em ambiente escuro e condi¢des
estacionarias por até 30 dias. Os extratos enzimaticos foram obtidos adicionando-se
15 mL de agua destilada aos frascos que foram mantidos em geladeira por 30 min.
seguido de filtragdo. A atividade da lacase foi avaliada conforme descrito
previamente (BACKES et al.,, 2022). Os residuos solidos dos cultivos (bainhas
interna e externa) foram lavados com 4gua destilada e secos. Os residuos foram
submetidos a hidrélise enzimatica utilizando-se celulase comercial (Novozyme). A
guantidade de 0,5 g do residuo pré-tratado ou ndo com o fungo foi colocada em um
frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo a enzima celulase em 25 mL de tampé&o
citrato de sodio 50 mM, pH 4,8. As misturas foram mantidas em uma incubadora
durante 48 horas, com agitacdo de 110 rpm e temperatura de 40 °C. Em seguida, as
amostras foram filtradas a vacuo. Aclcares redutores presentes nos filtrados foram
estimados pelo método do acido 3,5 dinitro-salicilico (MILLER, 1959). Os acucares
redutores obtidos foram avaliados por cromatografia em camada delgada (TLC).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O fungo desenvolveu-se bem no meio contendo residuo de pupunha como substrato

e a producdo da lacase foi semelhante nos dois substratos (bainha interna e
externa), em torno de 20.000 U/L (Fig. 1).
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Fig. 1 . Producao de lacases por P. ostreatus cultivado em residuo de pupunha. Os cultivos foram
mantidos em condi¢c8es estéaticas, com umidade inicial de 90% por periodos de até 30 dias.

A Fig. 2 mostra a quantidade de acucares redutores (AR) obtida pela sacarificacdo
dos residuos de pupunha utilizados ou ndo para os cultivos do fungo (pré-tratamento
biologico). Quantidades significativamente maiores de AR foram obtidas da

sacarificacdo enzimatica dos residuos da bainha interna da pupunha, mas nao da
bainha externa.
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Figura 2. Agucares redutores nos filtrados obtidos da sacarificagdo enziméatica dos residuos de
pupunha obtidos apés cultivo de P. ostreatus por diferentes tempos. 0 (controle, sem pré-tratamento),
12, 20 e 30 dias. A direita, TLC dos aclcares revelados utilizando-se orcinol. 1:pupunha interna sem
pré-tratamento; 2: pupunha externa sem pré-tratamento.; 3: pupunha interna com pré-tratamento de

12 dias com P. ostreatus; 4: pupunha externa com pré-tratamento de 12 dias com P. ostreatus; 5:
pupunha interna com pré-tratamento de 20 dias com P. ostreatus; 6: pupunha externa com pré-
tratamento de 20 dias com P. ostreatus; 7: pupunha interna com pré-tratamento de 30 dias com P.
ostreatus; 8: pupunha externa com pré-tratamento de 30 dias com P. ostreatus; 9:celulose
microcristalina; Padrdes- G:glicose; C: celobiose.
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A cromatografia em camada delgada (TLC) permitiu claramente observar que a
producdo de glicose foi aumentada na bainha interna pré-tratada, mas ndo na
bainha externa pré-tratada. Além disso, glicose, celobiose e oligossacarideos foram
aumentados na sacarificacdo enzimatica da bainha interna, o que se diferenciou na
bainha externa. Analises por microscopia eletrénica e FTIR ndo mostradas neste
resumo sao consonantes com os resultados obtidos.

CONCLUSOES

O pré-tratamento biolégico da bainha interna de pupunha por Pleurotus ostreatus em
condicdes estacionarias pode aumentar a sacarificacdo enzimética em até 7 vezes.
Nenhuma melhoria da sacarificacdo enzimatica foi encontrada quando a bainha
externa da pupunha foi submetida a tratamento idéntico. Assim, o tratamento da
bainha interna com P. ostreatus oferece perspectivas favoraveis para reduzir a
recalcitrancia a hidrélise da bainha interna de pupunha. Todos os resultados obtidos
neste trabalho podem ser obtidos em publicacdo dos autores (SPACKI et al., 2023).
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