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RESUMO

O Brasil € o maior produtor mundial de palmito gerando, em consequéncia da sua
extragdo e processamento, toneladas de residuos ao meio ambiente. Este residuo
por sua vez, é rico em material lignocelulésico que pode ser degradado pelos fungos
de podriddo branca que utilizam este material pela agcdo de enzimas, muitas das
quais apresentam interesse comercial. Neste estudo o residuo do processamento do
palmito foi empregado para a producao das enzimas xilanase, carboximetilcelulase e
avicelase, pelos fungos Polyporus tricholoma e Polyporus tenuiculus. O substrato
para o crescimento dos fungos e producédo das enzimas foi constituido por bainha
mediana de palmito triturada (20g), suplementada com diferentes concentracdes de
bagaco de mandioca (6,0; 4,5 e 0g) e farelo de soja (3; 2; 1 e 0 g), com umidade de
70%. A influéncia dos meios e das espécies na velocidade de crescimento micelial
foi avaliada estatisticamente com base nos efeitos principais (P<0,05). As atividades
enzimaticas e a concentragao das proteinas totais foram determinadas ao longo do
tempo de cultivo. A biomassa fungica foi determinada em cultivo com meio liquido
(extrato de malte peptonado) para comparar a produgao da enzima xilanase com o
crescimento micelial. Neste meio P. tricholoma teve alta produgcdo de biomassa em
relagdo ao P. tenuiculus, no entanto, a atividade enzimatica foi similar. No meio
sélido o fungo P.tricholoma, também apresentou maior velocidade de crescimento
(0,6 cm/dia) em todas as composi¢des chegando a 10 cm de comprimento de
micélio no final do experimento e, quanto maior a relagao C:N nestes meios, menor
foi a velocidade de crescimento. A atividade enzimatica de xilanase nos diferentes
meios de cultivo apresentaram valores superiores, nos primeiros intervalos de
tempo, para ambos os fungos. P. tenuiculus, embora tenha mostrado menor
velocidade de crescimento, apresentou atividades hidroliticas superiores em todos
os tratamentos. Nos ensaios com maior concentragdo de bagaco de mandioca,
constatou-se que ndo houve grandes variacdes da atividade de xilanase ao longo do
tempo para o fungo P. tricholoma. O mesmo nao aconteceu nos cultivos com P.
tenuiculus, cuja atividade de xilanase foi decrescente ao longo do cultivo. O mesmo
foi observado para as atividades de carboximetilcelulase e avicelase. Para estas
enzimas a atividade enzimatica foi inferior do que a atividade da enzima xilanase,
mostrando que, proporcionalmente a producao de xilanase, a indugéo das celulases
foi pequena.

Palavras chaves: Polyporus, enzimas, residuo agroindustrial



ABSTRACT

Brazil is the world's greatest palm heart producer, generating, as a consequence, of
the extraction and processing, tones of residues which are disposed of to the
environment. This residue is rich in lignocellulose which can be degraded by the
white rot fungi which utilize this material through the action of enzymes, many of
which are of commercial interest. In this study, palm heart processing waste was
employed in the production of the enzymes xylanase, carboxymethylcellulase and
avicelase by the fungi Polyporus tricholoma and Polyporus tenuiculus. The substrate
for the fungal growth and the production of the enzymes was composed of ground
palm heart medial sheaths (20g) supplemented by different concentrations of manioc
bagasse (6.0; 4.5 and 0g) and soya broth (3; 2; 1 and 0 g), at 70% humidity. The
influence of the media and the species on the mycelial growth rate was evaluated
statistically based on the principal effects (P<0.05). The enzymatic activity and total
protein concentration were determined during the cultivation. The fungal biomass
was determined during cultivation in a liquid medium (malt extract with peptone) in
order to compare the production of the enzyme xylanase with mycelial growth. In this
medium P. tricholoma had a high biomass production in relation to P. tenuiculus,
although the enzymatic activity was similar. In the solid media the fungus P.
tricholoma also had a higher growth rate in all of the media compositions evaluated
and the higher the C:N ratio in the media, the lower the growth rate. The enzymatic
activity of xylanase in the different cultivation media gave higher values in the initial
time periods for both fungi. P. tenuiculus, despite having shown a lower growth rate,
gave higher hydrolytic activities for all treatments. In the tests with the highest
concentration of manioc bagasse, it was noted that there were no significant
variations in the xylanase activity over time for the fungus P.tricholoma. This was not
the case for the cultivations with P. tenuiculus, for which the xylanase activity
decreased over time. The same trend was observed for the carboxymethylcellulase
and avicelase activity. For these enzymes the enzymatic activity was approximately
10 times less than that of xylanase, demonstrating that, in relation to the production
of xylanase, the induction of cellulases was low.

Keywords: Polyporus, enzymes, agroindustrial waste
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1 INTRODUGAO

Os temas relacionados ao meio ambiente se evidenciam cada vez mais e, no
ambito desta discussao, as ciéncias ambientais vém atraindo um interesse cada vez
maior da sociedade. Contudo, o tema “meio ambiente” ndo se restringe apenas a
defesa de florestas ou a protecdo de uma espécie. A questao € mais complexa e
exige mudancas igualmente complexas.

O tradicional processo industrial, além do produto de interesse, gera multiplas
saidas de outros materiais em forma de residuos e emissdes ndo incorporadas no
produto final que, geralmente, sdo aceitas como efeito normal no processo de
fabricagdo. Porém, nos ultimos anos tém se intensificado o aproveitamento de
residuos, especialmente os agroindustriais tais como, polpa e folhas de café,
residuos de frutas, bagago de mandioca, farelo de soja, bagago de cana de agucar,
polpa de beterraba, etc. Varios processos biotecnologicos foram desenvolvidos para
utilizar esses materiais na produgdo de alcool, enzimas, acidos orgénicos,
aminoacidos e fungos, gerando produtos de grande valor econdémico. Este
pensamento atende a proposta ZERI, “Zero Emissions Research Initiative”, que
estabelece uma mudanga de paradigmas no conjunto das atividades econdmicas,
particularmente dos processos de producdo industrial. A estratégia da proposta
ZERI, objetiva a transformacg&o da matéria-prima em bens uteis sem danificar o meio
ambiente, colocando os residuos e emissdes como insumos para outros produtos.

Dando aporte a esta proposta, os processos biotecnolégicos vém sendo
amplamente considerados como uma alternativa consistente para a geragéo de bens

e servigos, pois uma das formas de transformar os residuos gerados em produtos
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uteis, muitas vezes para a industria que o produz, consiste em utilizar o seu proprio
potencial de reagao por meio de bioprocessos.

Dentro deste contexto, os fungos desempenham importante papel no
processo de bioconservagao, pois podem reduzir a quantidade de residuos,
minimizar a polui¢cao, formar produtos de interesse as industrias de alimentos, papel,
farmacos, entre outros.

Portanto, considerando a importancia deste assunto no ambito da tecnologia
ambiental, este trabalho tem por objetivo a utilizagdo da bainha mediana de
palmito, residuo da extracdo do palmito na industria de alimentos, suplementado
com diferentes concentragdes de bagaco de mandioca e farelo de soja, como
substrato para o crescimento de duas espécies do género Polyporus: tricholoma
e tenuiculus, visando a obtencdo de enzimas hemiceluloliticas: xilanase
(empregada especialmente na industria de papel) e celuloliticas:
carboximetilcelulase e avicelase (utilizadas na industria de alimentos). Os
objetivos especificos deste trabalho s&o: avaliar a produgdo das enzimas
hidroliticas para as duas espécies de fungos e analizar o efeito da
suplementagado dos diferentes residuos sobre o crescimento dos fungos e a
producdo das enzimas Tanto o residuo como os fungos citados sdo pouco
estudados, portanto, espera-se, com este trabalho contribuir para o
conhecimento da potencialidade biotecnolégica dos mesmos. Avaliar a produgao
de enzimas hidroliticas (xilanase, carboximetilcelulase e avicelase) pelas duas

espécies de Polyporus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

As atividades agroindustriais no Brasil evoluiram, rapidamente, na safra
2002/03. Neste periodo é estabelecido mais um recorde, com 120 milhdes de
toneladas de produtos vindos da agroindustria (CEPA, 2003). Porém o estudo dos
impactos causados por este setor sobre o meio ambiente é pouco abrangente no
sentido de que é restrita, normalmente, a unidade fabril, deixando de lado outros
aspectos importantes e intrinsecos as atividades agroindustriais, necessitando da
implantacdo de um completo planejamento ambiental dessas atividades e das
demais que lhe sdo suportes ou as complementam (SALLES, 1993).

Segundo ABARCA, (1999), o setor agroindustrial ndo € reconhecido pela
sociedade como um setor que afeta o meio ambiente. De acordo com este autor
talvez tal fato seja devido a sociedade valorizar mais a contribuicdo da atividade
agroindustrial na produgdo de alimentos sendo, entretanto, desconhecido, para a
maior parte dela, a complexidade dos processos tecnoldgicos existentes neste tipo
de atividade, bem como o montante de subprodutos poluidores que sédo gerados e
depositados no meio ambiente.

Os residuos agricolas, florestais e agroindustriais, sendo, na sua maioria,
biomassa lignoceluldsica, representam uma fonte abundante e renovavel de
substratos que podem ser biologicamente convertidos em biomassa microbiana de
elevado valor nutricional. Segundo DOELLE, (1996) uma tecnologia de fermentagéo
desenvolvida a partir de materiais lignoceluldsicos resultando em multiplos produtos,
sem efluentes poluentes no solo, na agua e no ar, € caracterizada como uma

“tecnologia integrada”.
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Estes residuos agroindustriais sdo, em sua maioria, de natureza
lignoceluldsica (KEREM et al.,1992) e de acordo com SERMANNI & PORRI (1989) a
utilizacao de material lignocelulésico para a obtengdo de compostos de alto valor
econdmico, por biotransformacdo, € um dos mais interessantes campos da pesquisa
biotecnoldgica.

Os principais componentes dos residuos lignoceluldsicos sdo a celulose, a
hemicelulose e a lignina. O teor de nitrogénio é, geralmente, muito baixo. A
propor¢cao percentual dos componentes celulose, hemicelulose e lignina, assim
como do teor de nitrogénio, depende do tipo de material, idade e estagio vegetativo
(RAJARATHNAM et al., 1992).

A celulose constitui o polissacarideo predominante nos residuos vegetais,
representando entre 30 a 60% do seu peso seco total. Como polimero de D-glucose
de elevada massa molar, a celulose € o principal componente das paredes celulares,
responsaveis pela sustentagdo vegetal, possuindo uma estrutura cristalina altamente
resistente (RAJARATHNAM et al., 1992).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo formado por duas cadeias
ramificadas, compostas de hexoses, pentoses, acido urdnico e agucares menores,
facilmente hidrolisaveis. Representa o segundo maior componente dos residuos
lignoceluldsicos, chegando até 40% do seu peso seco (RAJARATHNAM et al.,
1992).

A lignina pode representar até 25% de toda a biomassa lignocelulésica
produzida no planeta e seu teor nos residuos vegetais pode atingir até 40% do seu
peso seco. Juntamente com a hemicelulose, envolve as fibras celuldsicas,
desempenhando as fungdes de cimentante e preservadora (PAULI, 1997). Esta acéo

€ possivel devido a estrutura tridimensional deste heteropolissacarideo de
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fenilpropano, onde nao existe ligagcdo repetida na construgdo dos blocos
monomeéricos. Desta forma a lignina forma uma barreira fisica que dificulta a
atividade de inumeros organismos produtores de enzimas celuloliticas, limitando os
sitios de ataques enzimaticos e impedindo a entrada de enzimas de maior peso
molecular, devido ao reduzido tamanho dos capilares da biomassa, restringindo o
ataque a superficie externa (RAJARATHNAM et al., 1992).

Os residuos agroindustriais vém sendo utilizados ainda de forma
experimental, pesquisas realizadas pela Embrapa Florestas mostram aumentos
significativos de produtividade com a aplicagao de residuos gerados pela industria de
papel e celulose em plantios de Eucalyptus grandis. Pesquisadores da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, utilizaram o estipe de Euterpe edulis Martius com o
objetivo de avaliar o potencial desse material vegetal desprezado na colheita do
palmito, como matéria-prima fibrosa, sendo uma alternativa para a produgcao de
polpa celulésica kraft (ANDRADE et al.,2000).

O uso de produtos a base de materiais lignocelulésicos como compensados,
chapas duras de fibras, chapa de média densidade e de aglomerado, vem sendo
pesquisado na Universidade de Brasilia, além disso, tem-se intensificado o estudo
sobre o melhor aproveitamento de residuos florestais e agricolas, para a produgao
de painéis a serem usados como moveis, revestimentos de automoveis e forros. O
residuo de bagaco de cana-de-agucar, também esta sendo testado para a produgao
de painéis aglomerados, como ja ocorre em outros paises, como Cuba, Colémbia,
China, Russia e Argentina (TEIXEIRA et al., 1997)

No que se refere a biotecnologia ambiental, inuUmeras pesquisas vém sendo
realizadas com o intuito de se obter um produto a partir de um residuo gerado na

agroindustria. Como exemplos, citam-se a producdo de cogumelos comestiveis em
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residuos lignocelulésicos (TONINI, 2004), antibidticos (VIEIRA, 2005) e outros
metabdlitos a partir de fungos Basidiomycetes, realizado na Universidade Regional
de Blumenau, pelo mesmo grupo de pesquisa deste trabalho.

Dos diversos residuos agroindustriais com potencialidade para serem
utilizados em bioprocessos, a bainha mediana de palmito, que possui alta

concentragdo em material lignoceluldsico (TONINI, 2004), ainda € pouco estudada.

2.2 RESIDUOS DA PALMEIRA Euterpe edulis

O palmiteiro (Euterpe edulis) em sua distribuicdo geografica original, forma
duas grandes areas de ocorréncia no Dominio da Mata Atlantica assumindo,
originalmente, elevados indices de densidade e freqliéncia no estrato médio das
formagdes Ombrofila Densa, na maior parte das formagdes Estacional Decidual e
Estacional Semidecidua e muito esparsamente no Cerrado Brasileiro (REIS et. al.,
2000).

E. edulis € uma palmeira nao estolonifera, cujo porte adulto geralmente varia
entre 10 e 20 metros de altura, com estipe de 8 a 15 cm de Diametro a Altura do
Peito (DAP) e apresentando no apice um tufo de 10 a 20 folhas pinadas. Seu
principal habitat € a Floresta Ombréfila Densa da Encosta Atlantica, da Bahia ao Rio
Grande do Sul, onde é uma das espécies mais importantes do estrato médio (REIS
et al., 2000).

A exploragao de E. edulis € uma atividade de importancia social nas regides
Sul e Sudeste do Brasil. Entretanto, seu extenso extrativismo fez com que restassem
apenas poucos nucleos naturais da espécie, comprometendo sua regeneragao

natural (FANTINI et al., 1993, apud PAULILO, 2000).
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Os dados oficiais sobre a produgcao e o consumo de palmito no Brasil sdo
escassos e poucos confiaveis. A existéncia da producdo e comercializagao
clandestina de palmito praticamente inviabiliza uma contabilidade precisa dos
numeros oficiais da produgcao. As estimativas apontam para um consumo interno de
40 mil toneladas anuais (incluindo todas as espécies), correspondentes a um
mercado interno que supera os 400 milhdes de ddlares, cifra alcancada por poucos
produtos no Brasil. (FANTINI et al., 2000).

A espécie é explorada, comercialmente, com significado amparo econémico
legal ou, clandestinamente, nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo, Mato Grosso, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Contudo, a maior
parte da atividade esta concentrada nos estados de S&o Paulo (especialmente no
Vale do Ribeira), Santa Catarina e Parana (Litoral Norte).

De acordo com Reis et al (2000), em Santa Catarina, as populacdes
remanescentes e principais areas de exploracdo estdo concentradas
especificamente no litoral norte, na regido de Joinville e no Vale do lItajai. Sendo
distribuidas em algumas grandes propriedades na regido de Joinville e em grande
numero de pequenas propriedades rurais (menores que 50 ha), por todo o Vale do
Itajai e também na regido do Litoral Norte, que possuem pequenas areas com
populacdes densas de palmito remanescentes.

A ampliagao das areas com populagdes naturais da espécie e, obviamente, a
ampliagdo das areas sob manejo, traz todas as vantagens relacionadas a
manutencdo de varios processos do dinamismo florestal e das inter-relagdes entre
varias espécies, pois o palmiteiro esta entre as espécies de maior importancia como

fornecedora de alimento para a fauna (REIS et al., 2000).
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Segundo este autor, o E. edulis € uma espécie bastante freqliente, densa,
com uma area de ocorréncia bastante extensa no Dominio da Mata Atlantica,
conspicua e de grande interesse comercial e caracteriza-se como um forte
bioindicador da atual situagdo da Mata Atlantica. A sua conservagao representa uma
acao efetiva na busca de um desenvolvimento sustentavel: manter a biodiversidade
e explorar de forma sustentavel os recursos florestais da Mata Atlantica.

A palmeira E. edulis produz o palmito que é industrializado, transformando em
palmito para conserva. Para a obtengdo do palmito ha necessidade do corte da
arvore e remogao da casca que recobre a bainha do palmito. Este material
apresenta uma relagédo C: N, de 64:1 (TONINI, 2004) e pode reverter-se em
substrato para cultivo de fungos. Na Figura 2.1, é apresentada uma foto da casca do
palmito (bainha externa) dispensada no meio ambiente, apds a extragado do palmito

e na Figura 2.2 residuos produzidos na industria, apds o processamento.

Figura 2.1 — Casca de palmito da Palmeira Euterpe edulis
Fonte: Quadros, 2003.
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Figura 2.2 - Rejeito de palmito produzido na industria contendo
bainhas medianas e internas.
Fonte: Quadros, 2003.

Neste contexto, a bainha mediana de palmito € um residuo do processo
produtivo que pode ser utilizado dentro dos principios da proposta ZERI “Zero

Emissions Research Initiative”, que sera abordada mais adiante.

2.2.1 Importéncia econdmica da produgao do palmito no Brasil.

O Brasil dettm 95 % do mercado de exportagdo mundial de palmito com
receitas médias anuais de 30 milhdes de dodlares e tendéncia de expansao
permanente. O mercado interno do produto em conserva é estimado como sendo,
pelo menos, seis vezes maior do que o internacional, equivalente, portanto, a 180
milhdes de ddlares, visto que o prego interno e externo do produto €, praticamente,
idéntico (BOVI, 1998).

De acordo com os dados do IBGE, a produgédo anual de palmito é de cerca
de 210 mil toneladas, 92 % das quais obtidas somente no estado do Para
(BOVI,1998). De acordo com dados citados por RODRIGUES (2003) a producéao de

palmito nos estados do sul e em Sao Paulo, entre 1990 e 2000, apresentaram um
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quadro oscilante, com valores da ordem de 27.031 toneladas em 1990, 36.445
toneladas em 1997 e 20.599 toneladas em 2000. Deste ultimo valor, estimam-se em
17.154 toneladas de palmito extrativo e 3.445 toneladas de cultivado.

Cerca de 10% do palmito produzido € exportado, alcangando no mercado
internacional pregco em torno de 22 ddlares por caixa de 24 latas de 0,5 Kg (220 a
280 gramas de produto) (BOVI, 1998). Tais numeros poderiam ser promissores,
considerando, entre outros aspectos, que esse alimento, bastante apreciado por
consumidores estrangeiros € exportado para paises como Estados Unidos, Franga,
Bélgica, Italia e Japao, além de México e Argentina. A verdade, no entanto, € que
quanto mais cresce a “producdo” e exportacdo, maior e mais proxima se torna a
ameaca de que o pais, dentro de poucos anos, nado disponha de volume
suficiente para atender a demanda externa e para suprir seu préprio consumo (BOVI
1998).

A utilizagao da palmeira E. edulis por empresas alimenticias catarinenses, nos
dias atuais, é regulamentada por uma Portaria Interinstitucional de Santa Catarina
de 04 de junho de 1996, que prevé critérios gerais de exploragao para espécies nao
madeireiras dentre elas, o palmiteiro. Em todas as situagdes, o instrumento para
realizacéo da exploragdo é o Plano de Manejo Florestal Sustentavel (PMFS), cujo
roteiro basico compde o anexo | da Portaria. A aprovacdo do PMFS depende de
emissdo de licenga ambiental prévia pelo 6rgao estadual, a Fundagdo do Meio
Ambiente (FATMA). A autorizagdo para execucao e fiscalizagdo € realizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).
Somente é autorizada a execugdao do PMFS para propriedades com a area da

reserva legal (20 % - Codigo Florestal) averbada em cartorio. Prevé-se ainda a
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inclusdo de um Termo de Responsabilidade de Manutengao da Floresta Manejada

por parte do proprietario (REIS, et al., 2000).

2.2.2 O Residuo do processamento do palmito

O processo de extragdo do palmito das florestas manejadas se da pelo corte
total da palmeira, onde somente a bainha interna presente no estipe é utilizada para
a comercializagcdo do palmito o que significa apenas 1 m de uma palmeira de
aproximadamente 15 m de altura. As folhas, o caule e as bainhas externas sao
descartados nas florestas e as bainhas medianas s&o descartadas na industria.

De acordo com LIMA & MARCONDES (2002), o palmito é encontrado nas
pontas das palmeiras onde se formam as folhas, sendo constituido por trés camadas
(bainhas): externa, mediana e o coragao do palmito. A camada externa que envolve
o palmito é fibrosa, de cor esverdeada ou marrom e nao € utlizada na
industrializagdo do palmito. Representa de 25 a 35 % do seu peso seco,
dependendo da espécie de palmito. A segunda camada de cor mais clara, e que
representa de 25 a 30 %, € a bainha mediana ou semi-fibrosa e, também, nao é
utilizada na industrializagdo do palmito. Por fim, tem-se o miolo, também
denominado coracdo do palmito, que contém baixo teor de fibras. Esta parte é que
produz o palmito em conserva.

Ainda, de acordo com os mesmos autores, somente o residuo gerado na
industria produz muitas toneladas em termos de bainha mediana, material que, até o
momento, € descartado do processo industrial. Para um lote de 1.000 unidades de
300 gramas de palmito enlatado sdo obtidos 350 Kg de bainha mediana.

Considerando que estes valores sejam obtidos por dia, a cada 20 dias de producéo
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industrial (atividade mensal) seriam gerados 7.000 Kg de bainha mediana. Em um
ano, estes valores representariam 127,75 toneladas.

Portanto, sendo a bainha mediana uma parte semi-fibrosa com os mesmos
componentes do palmito, propostas de utilizacdo deste material deveriam ser

incentivadas.

2.3. PROPOSTA ZERI (ZERO EMISSIONS RESEARCH INITIATIVE)

Em 1994, lancou-se a Proposta ZERI (Zero Emissions Research and Initiative)
por Gunter Pauli na Universidade das Nacg¢des Unidas em Toéquio. ZERI surgiu da
consciéncia de que algo deveria ser mudado na sociedade de modo que esta
pudesse continuar satisfazendo suas necessidades por agua, alimento, energia,
trabalho, moradia entre outros, dentro de um estilo ambientalmente sustentavel,
através da aplicagido da ciéncia e tecnologia, envolvendo governo, empresas € meio
académico. Um importante aspecto, tanto na elaboragcdo como na divulgagcdo do
conceito, foi a énfase na produtividade (HUEBLIN, 2001), que do ponto de vista
sistémico, é resultado da otimizagdo dos processos dentro do sistema.

De acordo com PAULI (1998) o ZERI busca criar um novo paradigma para
uma industria sustentavel através do objetivo “emissées zero” de gases, liquidos e
solidos. A “emisséo zero” atenta para o uso de materiais brutos, ndo trabalhados,
fazendo utilizacdo desses recursos existentes antes de adicionar insumos caros para
eliminar impactos ambientais, aumentar a produtividade e criar novos trabalhos.

A emissado zero permite a uma industria utilizar seu préprio residuo como
material bruto, ndo trabalhado, ou que outra industria podera utiliza-lo, para realizar

um total ciclo de insumos — com industrias se reorganizando em grupos (“clusters”),
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tal que o residuo ou subproduto, sem valor de uma atividade, possa ser convertido
num insumo de valor agregado para outras.

O ZERI nasceu das mudangas ocorridas, principalmente, no setor industrial
para que este harmonizasse seus sistemas produtivos e sociais com os da natureza.
Assim, os fundamentos conceituais de ZERI se baseiam na observacdo dos
sistemas da natureza e da reflexdo sobre os sistemas de valores da sociedade

(BELLO, 1998).

2.3.1. Estratégia do ZERI

Segundo BELLO, (1998), a estratégia de ZERI compreende trés linhas de

acao:
A metodologia para gerir a mudanga industrial na direcdo do desenvolvimento
sustentavel;
Programa de pesquisa e desenvolvimento para a criagdo de novos modelos e
prototipos industriais;
Novos empreendimentos em escala empresarial ou reestruturagao dos existentes.

As oportunidades para a Metodologia ZERI no Brasil sdo muitas devido a

diferentes fatores:

Grande producao de biomassa e dos seus residuos,
- Caréncia de politica para usar melhor esse recurso,
- Caréncia de tecnologia,

- Caréncia de empregos e renda,

- Necessidades de desenvolvimento regional em todas as partes do pais.
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A estratégia ZERI conta com o suporte da academia e do governo e promove
uma metodologia formada por cinco passos para promover uma mudanga
empresarial, (BELLO,1998).

a) Produtividade Total da Matéria-Prima;

b) Ciclo de vida dos Materiais;

c) Agrupamentos Empresariais;

d) Descobertas Cientificas e Inventos Tecnolégicos;

e) Politicas Publicas.

2.3.2. Aplicabilidade Geral do ZERI

Quanto a aplicabilidade da proposta ZERI, os pontos de maior
questionamento sdo devido aos problemas dos custos, pois uma producdo sem
emissao se tornaria muito cara nas condicdes atuais da economia de mercado.
Porém, de acordo com BELLO, (1998), acredita-se que, em menos de 20 anos, ela
sera padrao de qualidade para tornar-se sustentavel.

Em termos de Brasil, o ZERI tem um 6timo potencial de aplicacéo, visto a
magnitude dos recursos naturais, florestas, agua, biodiversidade e biomassa, a
crescente industrializagcdo, com alto consumo e, consequentemente, expansdo da
agricultura que tem gerado impacto negativo sobre os ecossistemas naturais, no que
se refere a producéo de residuos agroindustriais BELLO, (1998).

Residuos agroindustriais, ricos em materiais lignoceluldsicos sdo amplamente
produzidos pela atividade agricola e industrial. Dentre os residuos lignoceluldsicos
produzidos em grande quantidade pela atividade agroindustrial brasileira, pode-se

citar: cascas, bagago de cana, palha e farelo de arroz, palha e farelo de trigo, palha
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de bananeira e residuo de algodao. A maioria destes materiais € parcialmente ou
nao aproveitada, sendo transformados em poluentes do meio ambiente PAULI
(1998).

Dentre as varias possibilidades para utilizacdo destes residuos, a
Fermentacdo em Estado Sdlido (FES) € uma tecnologia amplamente estudada para

a producéo de enzimas de interesse industrial.

2.4. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO (FES)

Nas ultimas décadas, varias estratégias tém sido desenvolvidas para o
aproveitamento da vasta quantidade de residuos lignocelulésicos gerados,
anualmente, pelas atividades agricolas e florestais e pelas industrias processadoras
de alimentos (BUSWELL et al., 1998).

A FES pode ser definida como uma técnica de crescimento de
microrganismos, sobre e no interior de particulas porosas umidas (suporte ou matriz
sélida) onde o conteudo de liquido contido nesta matriz sélida deve ser mantido num
nivel correspondente a atividade de agua, assegurando conveniente crescimento e
metabolismo das células, mas que nao exceda a capacidade maxima de retengao de
agua na matriz (SAUCEDO-CASTANEDA, 1991; KOLICHESKI, 1995; BRAMORSKI,
1997).

A FES tem sido utilizada pelo homem ha muitos séculos, muito antes do
entendimento dos processos bioquimicos e microbioldgicos presentes na produgéo
de alimentos e queijos embolorados NIGAN & SINGH, (1994). Nos ultimos anos,
este processo tem atraido grande atengao por parte dos pesquisadores devido a

muitas vantagens apresentadas sobre a tradicional fermentagdo submersa (FSm),
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tais como: tecnologia simples, baixa possibilidade de contaminagao, baixo conteudo

de agua e baixo investimento de capital (NOPHARATANA, 1998).

A principal diferenca entre FSm e FES é que, na primeira, o substrato é

completamente dissolvido e homogéneo enquanto, na segunda, empregam-se

substratos insoluveis, com pouco liquido no meio de crescimento.

Segundo os autores MAIORANO, (1990); MENEZES & HENNIES, (1994);

NIGAN & SINGH, (1994); KOLICHESKI, (1995); BRAMORSKI, (1997); LU et. al.,

(1998), algumas vantagens da FES sobre a FSm séo listadas a seguir:

O meio é geralmente simples, consistindo de produtos agricolas nao refinados
que podem conter todos os nutrientes necessarios para o crescimento do
microrganismo. Isto significa que o pré—tratamento pode ser simplesmente,
um cozimento com agua para umidificar ou dilatar o substrato, ou a quebra do
substrato na superficie para aumentar a acessibilidade aos nutrientes internos
ou a moagem de grandes blocos de substrato para particulas menores.
Tratamento de efluentes e disposicéo de residuos € geralmente simples ou
minimizados. Geralmente todo o produto é utilizado, principalmente, se é
intencionado o uso como suplementacao alimentar de animais.

O custo de esterilizagao é reduzido, pois se aguece menos agua.

O espagco ocupado pelo equipamento de fermentacdo € pequeno,
considerando-se o rendimento do produto. Utiliza-se menor quantidade de
agua e o substrato é concentrado.

Como a maioria das bactérias requer altos niveis de mistura liquida, a FES
exclui, ou reduz, sensivelmente, o problema da contaminacao bacteriana.

O meio é facilmente aerado, desde que haja espaco entre as particulas do

substrato.
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O residuo remanescente possui um volume reduzido e este residuo nao
apresenta condi¢des para o desenvolvimento de patogenos.

Geralmente, o Unico componente necessario a ser adicionado ao meio é
agua, embora, ocasionalmente, outros nutrientes como fonte de nitrogénio ou
minerais possam ser adicionados.

Torna-se possivel a obtencédo de esporos que sdo impossiveis de se obter em
cultura submersa.

Menor custo dos equipamentos

Exige menor demanda de energia

Uma distinta vantagem da FES, quando comparada a fermentagao

submersa, de acordo com RAMANA et al., (1993), esta na produgdo de enzimas

fungicas. Isto € observado em termos de produtividade enzimatica e recuperagao do

produto.

Os mesmos autores citados acima apontam algumas desvantagens da FES, a

saber:

Os tipos de microrganismos que podem ser usados sao limitados, em funcao
das condi¢des do processo, tais como: baixa concentragao de agua livre. Os
mais utilizados sao fungos e algumas leveduras.

Em operagdes de grande escala, o calor gerado pelo metabolismo microbiano
deve ser removido, 0 que se torna mais dificil na FES que no processo
submerso.

A transferéncia de oxigénio entre as particulas do meio pode se tornar um
problema, quando se utiliza granulometria do substrato muito elevado.
Medidas de pH, O,, CO, e calculo de rendimento de produto sdo mais

complexos.
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e Controle de temperatura é critico e, muitas vezes, é necessario controlar a
composicao da atmosfera no que diz respeito a O,, CO, e outros metabdlitos
volateis.

e Contrariamente a simplicidade de operagao da FES, a heterogeneidade da
mistura dificulta o controle de crescimento microbiano e de variaveis como
agitacdo, aeragao e concentragcédo de nutrientes e produtos.

De acordo com MITCHELL & LONSANE, (1992) a aplicagdo comercial da
FES pode ser dividida em dois tipos:

18) aplicagdes soécio-econdmicas tais como a compostagem de residuos,
valorizagdo de produtos lignocelulésicos e fibras alimentares;

2%) aplicagbes economicamente lucrativas, tais como, a produgédo de
enzimas, acidos organicos e alimentos fermentados.

ZADRAZIL & BRUNNERT (1982) e KEREM et al., (1992), comentam que as
pesquisas para viabilizar processos para a utilizacdo de residuos de natureza
lignoceluldsica tém se voltado para fermentagées em estado solido, conduzidas por
fungos, pelo fato deste processo requerer menos energia que um processo de
fermentagdao submersa, tornando-o uma aplicacéo de interesse sob o ponto de vista
econdmico.

Citando os mesmos autores acima, a caracteristica propria da FES é sua
habilidade em proporcionar um ambiente seleto a baixas umidades para um
organismo micelial que produz uma variedade de enzimas extracelulares e poder
crescer em altas concentracbes de nutrientes perto da superficie sélida. Estes
organismos incluem um grande numero de fungos filamentosos e poucas bactérias.
Os fungos, de acordo com SMITS et al. (1998), sdo preferencialmente empregados

em fermentacao solida.
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O longo “corpo tubular’ da hifa dos fungos cresce junto a particula sélida,
usando a fina camada liquida da superficie como fonte de umidade e nutrientes,
penetrando nas fendas e no interior do substrato com especial anexacdo para
chegar aos nutrientes mais distantes. O alongamento das extremidades das hifas do
fungo produz enzimas ativas para converter o polimero natural em agucares
metabolizaveis. Estas enzimas produzidas durante a FES sido de interesse para
muitas industrias agricolas e alimenticias quando obtidas em grandes quantidades e
a um custo reduzido (NOKES et al., 1997).

Fungos pertencentes a sub-classe Basidiomycetes tém sido bastante
utilizados na biodegradacdo dos residuos agroindustriais e sdo conhecidos pela
capacidade de degradar materiais lignoceluldsicos, pela sintese de enzimas
hidroliticas e ligninoliticas que atuam sobre diferentes substratos ricos em celulose,

hemicelulose e lignina (DURRANT, 2002).

2.5. FUNGOS BASIDIOMYCETES

Os fungos, em particular os Basidiomycetes, sdo conhecidos, seja pelas suas
propriedades nutricionais e medicinais, seja pela sua toxidez. E uma subclasse de
grande importancia econémica por abranger fungos parasitas, fungos degradadores
da madeira e os fungos comestiveis que sustentam a atividade industrial (LACAZ et
al, 1970) .

Basidiomycetes sdo consideradas todas as espécies de fungos que produzem
corpos frutiferos facilmente visiveis a olho nu. O filamento dos Basidiomycetes,
denominado de hifa é tubular e a massa de hifas recebe a denominagao de micélio.
A reproducao € realizada por meio da producdo de esporos, contudo, qualquer

fragmento de hifa possui capacidade de propagacao (RAVEN et al., 1978).
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Diferenciagbes morfoldgicas e fisioldégicas do micélio formam os corpos de
frutificacdo conhecidos como basidiocarpos, carpoéforos ou cogumelos. No
desenvolvimento dos cogumelos, distinguem-se duas fases conhecidas como
estagio vegetativo e estagio reprodutivo ou de frutificacdo. O estagio vegetativo
refere-se ao desenvolvimento do micélio e o reprodutivo a formagao dos
basidiocarpos. Durante a colonizacdo do substrato, enzimas extracelulares sao
secretadas degradando a matéria organica transformando-a em compostos
organicos soluveis absorvidos pelas hifas. O crescimento do micélio resulta de uma
efusao de hifas, gerando uma associagao entre hifa e substrato, que proporciona um
forte suporte fisico necessario a formagao dos corpos de frutificacdo. Quando este
estagio é atingido o micélio é considerado como estabilizado e a mudanga para o
estagio reprodutivo estd normalmente condicionada a variagdo de fatores fisicos
como o decréscimo de temperatura e aumento de umidade (CHANG, 1989).

O cogumelo é formado pelo estipe ou pé e pelo pileo. O pileo possui, em
geral, forma de umbela ou chapéu e apresenta, em sua superficie inferior, um tecido
diferenciado, o himénio, formado por lamelas, péros ou tubos através dos quais ha a
liberagao dos esporos (FIDALGO,1967).

A maioria dos Basidiomycetes pode utilizar os componentes da madeira para
0 seu crescimento, porque possuem um sistema enzimatico que os torna capazes de
degradar fontes complexas de carbono como a celulose, a hemicelulose e a lignina,
mostrando o importante papel desses fungos no processo de reciclagem da
biomassa das florestas.

Os fungos lignoceluloliticos tém recebido atengdo especial dos
pesquisadores, nas ultimas décadas, devido a sua aplicabilidade no tratamento de

efluentes (industrias téxteis e papelaria), na biorremediacdo e na produgdo de
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antibidticos (BLANCHETTE, 1995; KOTTERMAN et al., 1994; SMANIA et al., 1997;
ZJAWIONY, 2003). Também vem sendo discutido o papel desses organismos na
produtividade das florestas, as quais sédo estritamente dependentes da reciclagem
de nutrientes imobilizados da madeira e, portanto, da dindmica dos processos da
decomposicdo (RAYNER & BODDY, 1998).

Alguns desses fungos produzem corpos frutiferos comestiveis e de alto valor
nutricional, sendo ricos em proteinas, fibras, minerais, vitaminas, apresentando baixo
teor de lipideos e carboidratos (WASSER & WEIS, 1999).

As regides tropicais e semi-Umidas apresentam caracteristicas que as tornam
areas propicias ao cultivo de fungos comestiveis, oferecendo, além de condi¢des
climaticas favoraveis, atividades agro-florestais que produzem uma enorme
quantidade de residuos lignoceluldsicos que podem ser utilizados como excelentes

substratos (LOGUERCIO LEITE et al., 1991).

2.5.1 Potencial de degradagao dos Basidiomycetes

Existem trés tipos de fungos que vivem na madeira em decomposi¢cdo das
arvores, que, preferencialmente, degradam um ou mais componentes da madeira:
fungos de podriddo mole (Actinomycetes), podem eficientemente decompor celulose,
porém a degradacgao da lignina por estes fungos é devagar e incompleta; fungos de
podriddo marrom (Basidiomycetes) exibem preferéncia pelos carboidratos,
componentes da madeira e fungos de podriddo branca (Basidiomycetes) séo
organismos conhecidos pela completa degradacao de lignina e celulose (SZKLARZ
et al., 1989).

Os fungos produtores de corpos frutiferos comestiveis e medicinais sado aptos

para crescer em uma grande variedade de residuos agricolas. A utilizacdo de
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substratos lignoceluldsicos pelos fungos, depende de sua capacidade de secretar
enzimas ligninoceluloliticas tais como: celulases, hemicelulases, lacases, manganés
e lignina peroxidases. Estas enzimas, ao degradarem os compostos lignocelulésicos,
liberam nutrientes para o crescimento fungico (BUSWELL et al. 1996).

A biodegradacdo da madeira ocorre quando a madeira esta exposta ao
ambiente criando, assim, condi¢cdes favoraveis ao crescimento microbiano. A
decomposicdo e o ciclo biogeoquimico sdo essenciais ao funcionamento e

manutencgao do ecossistema (BLANCHETTE, 1995).

2.5.2.0 Género Polyporus

Polyporus € género da subclasse Basidiomycetes pertencentes a ordem
Polyporales. Estes fungos possuem a caracteristica de produzir a podridao branca
da madeira, crescer em troncos de arvores ou madeira morta e possuem
exoenzimas que degradam hemicelulose, celulose e lignina (CABRERA et al.,2002),
0 que faz esses fungos serem mais utilizados que os outros fungos decompositores
na aplicagdo de certos processos biotecnolégicos baseados em materiais
lignoceluldsicos.

Os fungos Polyporus, no Estado de Santa Catarina, foram descobertos pela
primeira vez em 1815 por Adalberto de Chamisso, (LOGUERCIO LEITE, 1990). E
apos, em 1846, Léveillé, publicou estudos dos exemplares depositados no Museu de
Historia Natural de Paris, onde incluiram coletas realizadas por Gaudichaud —
Beaupre no Brasil Meridional entre 1831 e 1833. As espécies citadas foram: Lenzites
striata Fr., Guilleminiana sp. Nov., Polyporus fastuosus Lev., P. testaceus sp. Nov., e

Hydnum incanum sp. Nov.
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Friederich Alfred Gustav Jobst Moller, chegou a Blumenau em 1890, realizou
suas pesquisas por 20 meses, sendo suas coletas de Basidiomycetes estudadas e
publicadas por Bresadola em 1896. (LOGUERCIO LEITE, 1990).

Os primeiros exemplares de Polyporus identificados no estado de Santa

Catarina estao apresentados nos Quadros 2.1 e 2.2.

Quadro 2.1 - Inventario das espécies de Polyporus registradas em Santa
Catarina por HENNINGS em 1897.

Espécies Local
P. auberianus Mont. Blumenau
P. senex Nees & Mont. Blumenau
P. gilvoies Henn. Santa Catarina
P. blanchettianus Berk. & Mont. Santa Catarina
P. gilvus (sem autor) Séo Francisco

Fonte: LOGUERCIO LEITE, 1990.

Quadro 2.2 - Inventario das espécies de Polyporus registradas em
Santa Catarina por BRESADOLA em1896.

Espécies Local
P. lentus Berk

P. virgatus Berk
P. blanchettianus Berk. & Mont.

P. vernicousos Berk.
P. gilvus Schw. Blumenau

P. crispus (Pers.) Fr.

P. auberianus Mont.

P. cubensis Mont.

P. plebejus Berk

Fonte: LOGUERCIO LEITE, 1990.
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Com relagdo aos pesquisadores brasileiros, Furlani em 1988, estudou
Aphyllophorales na ilha de Santa Catarina, na localidade do Rio Tavares e Loguércio
Leite, realizou trabalhos sobre Polyporus em Florianépolis — SC. A espécie P.
tenuiculus, foi encontrada por Tavares em 2003, no Parque Sao Francisco de Assis

em Blumenau e identificada por Loguércio-Leite em 2003.

2.5.3 Caracteristicas das espécies P. tricholoma e P. tenuiculus

O fungo Polyporus tricholoma Mont. esta classificado no grupo Polyporellus
enquanto o fungo Polyporus tenuiculus (Beauv) Fr. esta classificado dentro do grupo
infragenérico Favolus (NUNES, RYVARDEN,1995).

A distribuicao das duas espécies € pantropical, sendo a espécie P. tricholoma
de origem americana e P. tenuiculus originario da Nigéria (LOGUERCIO-
LEITE,1992).

e Polyporus tricholoma Mont
Caracteristicas macroscoépias: basidiocarpo anual, solitario, central a
excentricamente estipitado, delgado, pileo aplanado a umbonado. Superficie

superior lisa, com pileo branco e creme quando fresco, de cor castanha a

amarelada, amarela acastanhada, castanha forte, quando seco deflexo.

Presenca variavel de cilios, de cor castanha forte, na margem e pequenos

poros, 5-10/mm, circulares a angulares (LOGUERCIO-LEITE,1992). Na figura

2.3, imagem de P. tricholoma.
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Figura 2.3 — Polyporus tricholoma
Fonte: BARONI, 1998

e Polyporus tenuiculus (Bauv) Fr.

Caracteristicas macroscopias: basidiocarpo anual, solitario, imbricado
OU em pequenos grupos com varios basidiomas originados do mesmo ponto
de insercdo; flabeliforme, espatulado a dividido ao meio e semicircular;
quando fresco mole e quando seco quebradico e leve. A superficie superior
branca quando fresca, ao secar se torna amarela e de margens mais escuras,
de tom vermelho amarelado; superficie regular, sem pelos ou asperezas,
exceto na parte basal onde podem ocorrer linhas ou estrias radiais, a
superficie himenal apresenta poros angulares a radialmente alargados, 1-2
poros/mm e esporos com 8,0-10,0 um de largura (LOGUERCIO-LEITE,1992).

Na figura 2.4, imagem de P. tenuiculus.
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Figura 2.4 - Polyporus tenuiculus
Fonte: TAVARES, 2003.

Quanto ao enquadramento taxonémico, segundo KIRK, 2001, os fungos

Polyporus possuem a seguinte classificagao:

Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota
Subclasse: Basidiomycetes
Classe: Agaricomycetidae
Ordem: Polyporales
Familia: Polyporaceae

Género: Polyporus

Os Basidiomycetes produzem uma ampla gama de produtos naturais
que incluem componentes estruturais como atividades anti-tumoral e imunoldgicas,
agentes antimicrobianos, antifungicos, antivirais, enzimas e reguladores de
crescimento e aromas (BRIZUELA et al., 1998), entre os Basidiomycetes, sao os
fungos poliporos, a maior fonte de produtos naturais farmacologicamente ativos,

além de sua grande importancia para a natureza (ZJAWIONY, 2003).
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2.6 ENZIMAS PRODUZIDAS POR FUNGOS BASIDIOMYCETES

Os fungos Basidiomycetes destacam-se na biotecnologia pela sua
capacidade biodegradadora de residuos naturais. Isto se deve ao fato de um grande
numero desses fungos produzirem importantes grupos de enzimas, as
hemiceluloliticas, as celuloliticas e as lignoliticas que desempenham um papel
fundamental no ciclo do carbono, pela decomposig¢ao de residuos vegetais (URBEN,
2001). Além disso, a aplicagdo das enzimas em diversos processos do setor
produtivo tem merecido destaque nas ultimas décadas. Isto se deve ao fato das
enzimas atuarem como agentes que melhoram os processos industriais quanto a
qualidade e eficiéncia do produto final, bem como aspectos de ordem econémica e
ambiental.

Todos os microrganismos capazes de decompor hemicelulose, celulose e
lignina produzem uma série de enzimas com diferentes especificidades, que podem
atuar em sinergia (BEGUIN,1994).

A producédo de lignina peroxidase e manganés peroxidase por Polyporus
ostreiformis, demonstrou sua aplicagdo no controle da poluicdo da agua degradando
tintas no processo bioldgico de descoloragao (DEY, et al.,1994).

A utilizacdo de duas enzimas, piranose 2-oxidase e aldos-2-ulose
dehidratase, purificadas de Polyporus obtusus, possibilitou a sintese do antibidtico

cortalcerona em uma via biossintética a partir da D-glicose (KOTHS, et al.,1992).
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2.6.1 Xilanases

A hidrolise da hemicelulose exige um conjunto complexo de enzimas
extracelulares, devido a sua estrutura de heteropolissacarideo ramificado. A xilana é
o principal polissacarideo componente das hemiceluloses, e trata-se de um
heteropolissacarideo composto por ligagées B —1,4 de residuos de D-xilanopiranosil
com ramificagdes arabinosil e/ou acetil, dependendo do vegetal em que se encontra.
No caso de madeiras duras como eucalipto na qual a xilana corresponde a 20 a 35%
de peso seco da biomassa, o0 grupo substituinte é o O-acetil-4-O-
metilglucoranoxilana, e em madeiras moles, como pinus e varios cereais e
gramineas, € o arabino-4-O-metilglucuranoxilana. Neste caso, a fragdo de xilana
corresponde, em média, a 8% do peso seco da biomassa (HALTRICH et al.,1996).

As hemiceluloses sdo constituidas de varios polimeros, formados por
diferentes residuos de agucares, a sua degradagao completa necessita de enzimas
especificas. A endo B 1,4 xilanase (EC 3.2.1.8) forma o principal grupo de enzimas
envolvidas na degradacédo da xilana. Trata-se de uma endo-enzima que degrada,
aleatoriamente, a cadeia principal de xilana, liberando xilo-oligossacarideos
(HALTRICH et al., 1996; KULKARNI et al., 1999). A degradacdo completa desta
cadeia principal ocorre por uma agéo sinergistica de endo e exo-xilanases (-
xilosidases ou B-D-xilosideo xilohidrolases), que hidrolisam xilo-oligbmeros de baixa
massa molecular resultantes. Segundo BIELY (1985), para a hidrdlise completa dos
heteroxilo-oligbmeros, sdo necessarias ainda, enzimas que hidrolizem os grupos
substituintes como o glucoronidase, a arabinofuranosidase e acetilesterase,
conforme ilustrado na Figura 2.5. As enzimas do complexo xilanolitico podem ser

divididas em enzimas que degradam a cadeia principal (endo- B-1,4 xilanase e -
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xilosidase) e enzimas que degradam as cadeias laterais (a-glucuronidase, o-L-
arabinofuranosidase e acetilesterase).

Segundo KADOWAKI et al., (1995), o uso conjunto de xilanases e celulases
visando a completa conversdao da biomassa celulésica em acucares, tem sido
grandemente estudado e demonstra melhoria na economia total do processamento
da biomassa lignoceluldsica. Grandes quantidades de xilana s&o liberadas como
efluentes pelas industrias de papel e celulose e, sua bioconversao, pode ser de
significancia econdmica. Recentemente, o uso de xilanases livre de celulases, como
um sistema de hidrolise seletiva para a retirada de hemicelulose presente no papel e
na polpa tem sido sugerida. O uso de xilanases livre de celulases pode ser
valorizado pela possibilidade técnica e econémica do processo (TAVARES, et al.,

1997).
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Figura 2.5 — Representacéo tedrica da estrutura da xilana vegetal e pontos onde as enzimas
atuam. Ac, grupo acetil; Arab, L-arabinofuranose; MeGia, acido 4-O —metil-glucurdnico; D-xilose
Fonte: BIELY, 1985

MISHRA et al., 1990, relataram que a produgéo de xilanases em larga escala
deve se basear em substratos lignocelulésicos que n&o representam custos
elevados na obtencado da enzima, comparando o custo na produgdo de enzimas em
fermentacdo em meio liquido e em fermentacdo semi-sélida. PANDEY et al., 1999,

analisaram o custo da producédo de celulase, verificando que a fermentagcdo em meio
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liquido apresenta um custo muito superior, chegando no valor de U$ 20/Kg,
enquanto que na fermentagdo semi-sélida o custo é de U$0,2/Kg.

A producdo de xilanase por FES vem sendo investigada visando avaliar o
efeito dos diversos fatores sobre a producdo enzimatica, bem como buscar
estratégias para a otimizagao da produgao. A escolha do melhor substrato indutor de
xilanase, o efeito da fonte de nitrogénio sobre a produgdo da enzima, os efeitos da
atividade de agua e umidade do meio, pH, temperatura do cultivo e a influéncia da
aeragao dos sistemas sao as principais variaveis que influenciam na producao de
xilanase por FES e que se encontram descritas em muitos trabalhos (HALTRICH et
al.,1996)

A xilanase é uma enzima de grande interesse econémico. Avangos
significativos tém sido observados no desenvolvimento da produgcdo de xilanases,
visando ampliacdo das faixas de pH e temperatura, tornando a sua aplicagao
industrial mais simples e flexivel.

Os fungos filamentosos possuem a capacidade de produzir diferentes
enzimas do complexo xilanolitico, o que permite hidrolisar, ndo somente a cadeia
principal da xilana, mas também as suas ramificacées (HALTRICH et al.,1996). No
entanto xilanases fungicas estdo normalmente associadas a produgéo de celulases,
0 que nao é desejavel, dependo do fim ao qual a enzima se destina (KULKARNI et
al., 1999).

A utilizacao de xilana pura, ou de seus derivados de baixa massa molecular, é
uma excelente opcao para a producdo destas enzimas, o que vem sendo feito
frequentemente, em pequena escala. Entretanto, para a produgdo em escalas
maiores, a utilizacido destes materiais, de elevado custo, torna o processo inviavel

economicamente. Para solucionar esta questdo a utilizacdo de residuos
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agroindustriais e de exploragao florestal tem sido a utilizagdo mais empregada
(PALMA, 2003).

Segundo KULKARNI et al., 1999, estes residuos sao fonte de xilana e xilo-
oligbmeros, podendo ser utilizados na forma natural, como € o caso das
fermentagdes em estado solido, ou apds pré - tratamentos (quimicos, fisicos ou

enzimaticos), que se fazem necessarios para a sua utilizagao nos cultivos.

2.6.1.1 Aplicacdes de Xilanases

O grande interesse na produgdo de xilanases esta relacionado a vasta
aplicagdo que esta enzima possui no setor industrial, abrangendo, desde a
substituicdo de etapas de processos correntes, até o estabelecimento de outros
inteiramente novos.

O uso de xilanases foi proposto para a clarificagdo de sucos e vinhos (BECK
& SCOTT, 1974; BIELY, 1991), para extracdo de café, oleos vegetais e amido
(BIELY, 1991), para melhorar as necessidades nutricionais de graos armazenados
(LINKO et al., 1989) e para fornecer diferentes texturas a produtos de panificagao
(McCLEARY, 1986). Muitas dessas aplicagbes nao requerem xilanases purificadas,
e a presencga de celulases e/ou pectinases sao frequentemente desejaveis.

Porém, a xilanase, livre de celulase, sem duvida alguma tem despertado
interesse maior, especialmente nas industrias de celulose e papel, pois o pré-
tratamento com esta enzima nos processos de branqueamento tem levado a um
menor consumo de branqueadores quimicos e a resultados mais favoraveis,
utilizando até 30% a menos de cloro do que na fabricagao normal (VALCHEVA et al.,

2000). Na manufatura do papel, a polpa Kraft é tradicionalmente preparada usando
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um descolorante a base de cloro para oxidar e remover a lignina e para conseguir
um melhor brilho no produto. Este processo libera compostos clorados que danificam
0 meio ambiente. Consequentemente, tentativas tém sido feitas para remover ou
reduzir o nivel de cloro que é usado neste processo de branqueamento da polpa,
melhorando, inclusive, o brilho da polpa no branqueamento.

Os efluentes originados da produgcdo do branqueamento das polpas Kraft
contém carboidratos, acidos organicos, acidos resinosos, compostos neutros e
produtos da transformacédo de ligninas, além de uma série de organoclorados
derivados. Estes ultimos sao formados a partir das reagdes entre a lignina presente
nas fibras e o cloro empregado para o branqueamento (DURAN et al., 1997). Desta
forma, xilanases tém sido empregada durante o processo de pré-branqueamento da
polpa Kraft, com o intuito de diminuir a carga de cloro utilizada na etapa
subsequente de branqueamento (VIIKARI et al., 1994).

Experiéncias industriais tém mostrado que a utilizacdo de xilanases € uma
alternativa interessante para aumento de niveis de alvura ou capacidade de

producao de celulose branqueada.

2.6. 2 Celulases

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a ligagéo glicosidica entre
dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e uma por¢édo néo carboidrato. A
classificagdo das hidrolases O-glicosidicas (EC 3.2.1.-) conforme a nomenclatura
enzimatica — Unidade Internacional de Bioquimica - IUB é feita com base na sua
especificidade ao substrato. De acordo com esta nomenclatura, o 3 refere-se a
hidrolases; 3.2 glicosilases e 3.2.1 glicosidase, isto é enzimas que hidrolisam

compostos o - glicosil ou s - glicosil. Uma classificagdo com base nas similaridades
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da sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico foi proposta (Henrissat, 1991;
Henrissat & Bairoch,1993 apud WULLF, 2002) e atualmente as hidrolases
glicosidicas sao agrupadas em 87 familias.

A conversao enzimatica de celulose em glicose é uma ardua tarefa, devido a
natureza fisica do substrato. Na sua forma nativa a celulose é composta
principalmente de fibras cristalinas insollveis, nas quais as pontes de hidrogénio
mantém as moléculas unidas. Adicionalmente as fibras sdo embebidas em uma
matriz de hemicelulose e lignina, a qual reduz a acessibilidade as enzimas
celuloliticas (BEGUIN, 1990).

As celulases sao algumas vezes descritas como um grupo complexo de
enzimas com acgao sinérgica. De acordo com GILKES et al., (1991), este grupo

reune:

Endoglicanases (EC 3.2.1.4) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise interna de

ligagcbes B-1,4-D-glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar também ligacbes (3-1,4
em D- glicanas que contenham ligagdes B -1,3. As endoglicanases sao também
conhecidas como celulases, endo [B-1,4 glicanases e carboximetilcelulases. Seu
substrato natural € a celulose e xiloglicana, apresentando especificidade variavel

sobre carboximetilcelulose (CMC), Avicel (celulose cristalina),  glicana e xilana.

Celulose beta-1,4-celobiosidase  (EC 3.2.1.91), conhecida também como

exoglicanase, celobiohidrolase, B-1,4 celobiohidrolase ou Avicelase. Catalisam a
hidrolise de ligagdes [-1,4-D-glicosidicas na celulose e celotetraose, liberando

celobiose das extremidades nao redutoras das cadeias.
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Beta-glicosidase (EC 3.2.1.21), conhecida como gentobiase, celobiase e

amigdalase. Catalisa a hidrolise de residuos B-D-glicose terminais n&do redutores,
liberando B-D-glicose. Apresenta ampla espcificidade por -D-glicosideos, podendo
hidrolisar também [(-D-galactosideos, a-L-arabinosideos, B-D-xilosideos e [(-D-

fucosideos.

Beta-1,3(4)-endo-glicanase (EC 3.2.1.6), conhecida também como (-1,4-endo-

glicanase, (B-1,3 endoglicanase ou laminarinase. Esta enzima catalisa a hidrolise
interna de ligagbes B-1,3 ou B-1,4 em da glicose D-glicanas. Tem como substrato a
laminarina, lichenina e D-glicana. E uma enzima diferente de glicana B-1,3-endo-D-

glicosidase (EC 3.2.1.39), embora ambas hidrolisem o substrato laminarina.

2.6.2.1 Aplicagao das Celulases

As celulases tém uma ampla variedade de aplicagdes industriais. Sao
utilizadas como aditivo no preparo de enzimas digestivas, como componente de
detergentes, no clareamento e amaciamento de fibras téxteis, no tratamento de
aguas residuais, na industria de alimentos para aumentar o rendimento da extragao
de amido e Oleos vegetais e como aditivos de racdo animal (BHAT, 1997).

A partir de 1980, as celulases foram introduzidas na industria téxtil e de
detergentes, passando a ser um importante componente do mercado mundial de
enzimas, vém sendo usadas também, muito eficientemente em detergentes
enzimaticos biodegradaveis (MITIDIERI et al., 2002). As celulases estdo sendo
produzidas comercialmente em cultivos submersos, contendo, como fonte de

carbono e de inducgao, a celulose. (BITENCOURT, et.al.,2002).



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia Bioquimica do

Departamento de Engenharia Quimica pertencente ao Centro de Ciéncias

Tecnolodgicas da Universidade Regional de Blumenau (FURB).

3.1 ENSAIOS REALIZADOS

Sao descritos no presente trabalho, trés grupos de ensaios que abordam

atividades relacionadas com a produgao da biomassa e atividade enzimatica.

Um resumo das condi¢gdes de cada ensaio e seus respectivos objetivos séo

apresentados no Quadro 3.1, a seguir:

Quadro 3.1 - Resumo dos ensaios realizados neste trabalho.

Ensaios Sistema

Objetivos

Frascos de 500 mL

Estudar os ensaios em meio liquido no que
se refere a producdo da biomassa e
atividade enzimatica.

1 Tubos de Ensaio

Avaliar o crescimento micelial nos
substratos empregados com as linhagens
estudadas.

1l Frascos de 350 mL

Realizar as analises enzimaticas e
proteinas totais nos 12 tratamentos
compostos por diferentes concentragdes de
substrato.




52

3.2 FUNGOS UTILIZADOS

Para os diversos ensaios realizados foram utilizados fungos das espécies
Polyporus tricholoma (CCB 684) e Polyporus tenuiculus (CCB 685), fornecidos pelo

Instituto de Botanica — Sao Paulo — SP.

3.3 CONSERVACAO DAS CEPAS

Os fungos foram conservados em tubos de ensaio contendo meio de cultura

Batata Dextrose-Agar (BDA) e armazenados em refrigerador a 4°C + 1°C.

3.4 PRODUCAO DO INOCULO

Em condicbes assépticas, aproximadamente 25 mL de meio de cultura BDA,
previamente esterilizados em autoclave durante 20 minutos (121°C e 1 atm), foram
vertidos em placas de Petri. Apos a solidificacdo do meio, foram inoculados
fragmentos de micélio provenientes dos tubos de ensaios, no centro de cada placa.
Estas foram mantidas em estufa com circulagdo de ar forgcada, sob temperatura
controlada de 25°C + 1°C, na auséncia de luz, até completo preenchimento da placa
pela colénia micelial, £ 20 dias. Esta placa denominada cultura estoque, foi utilizada

para obtencao dos “plugs” (disco — in6culo) de 7mm de didmetro.
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3.5 CULTIVO DOS FUNGOS EM MEIO LiQUIDO

Os fungos foram cultivados em frascos de vidro de 500 mL com perfuragéao
de %2 polegada no centro da tampa, sendo vedada com papel filtro. Foram
adicionados 100 mL de meio de cultivo com a seguinte composicdo em g/L: 3 de
peptona e 30 de extrato de malte. O pH do meio foi ajustado para 4,5 com solugao
0,5M de HCI e esterilizado a 121°C por 20 minutos. Apds resfriamento, o meio foi
inoculado com 5 “plugs” de micélio do fungo P. tricholoma e P. tenuiculus com 7 mm
de didmetro cada um. Os frascos foram incubados a 25°C durante 12 dias em
ambiente sem luminosidade. Em intervalos de 2 dias, o meio foi separado por
filtracdo para determinagcdo de biomassa, consumo de glicose, pH e atividade das

enzimas xilanase e carboximetilcelulase do meio.

3.6 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS EMPREGADOS COMO SUBSTRATOS NA
FES

Foram utilizados como substrato para cultivo das espécies de Polyporus em
meio sélido, trés tipos de residuos agroindustriais. O primeiro denominado bainha
mediana de palmito foi empregado como substrato base (Figura 3.1), apds trituragao
e secagem. Este residuo foi fornecido pela industria de conservas alimenticias

HEMMER, situada no municipio de Blumenau (SC).

A bainha mediana foi triturada em picador de forrageira e transferida para o
Laboratério de Processamento de Alimentos do Departamento de Engenharia
Quimica da FURB. Em seguida foi acondicionado em bandejas apropriadas para
secagem de alimentos. Todo material foi desidratado a 80°C por aproximadamente

24 horas.
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Apos a desidratagcao da bainha mediana de palmito, este residuo foi triturado

em liquidificador industrial para obter 0,3 a 1,5 cm de comprimento.

‘a Bainha mediana
de palmito

Lt

Figura 3.1 - Bainha mediana obtida depois da retirada do
palmito para processamento industrial na forma de
conserva acida.

Fonte: Quadros, 2003

O farelo de soja, residuo da agroindustria de 6leo de soja, utilizado como
fonte de nitrogénio foi adquirido da empresa Blnge Alimentos, unidade localizada
em Sao Francisco do Sul (SC). O farelo segue as especificagbes fornecidas pelo
laudo da empresa (Quadro 3.2).

O bagago de mandioca, utilizado como fonte de carbono neste trabalho, foi
fornecido pela empresa Hercilio de Féculas, de Ibirama (SC) ja desidratado e com a
granulometria de 1 a 2 mm.

A quantidade dos residuos para a composicdo dos meios nos estudos de
avaliacdo do crescimento micelial linear e de determinacdo das atividades
enzimaticas de xilanase, carboximetilcelulase e avicelase e do pH do meio é

apresentada no Quadro 3.3.



Quadro 3.2 - Composigao quimica do farelo de soja peletizado (46%) conforme

certificado de garantia de Qualidade da Blinge Alimentos.

Composigao Porcentagem (%)
Umidade 12,62
Oleo 1,84
Proteina 45,25
Fibra 6,20
Cinzas 5,43
Silica 0,03
Uréase (mg N/g. min) 0,07

Quadro 3.3 Composicao dos meios de cultivo utilizados nos ensaios de crescimento

micelial linear e de determinagao das atividades enzimaticas.

Tratamento | Bainha de Palmito | Bagaco de Mandioca | Farelo de Soja
T1 Auséncia
T2 20g 69 1g
T3 2g
T4 3g
TS5 Auséncia
T6 20g 4,59 19
T7 2g
T8 39
T9 Auséncia
T10 20g Auséncia 19
T11 29
T12 39
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3.7 CULTIVO EM MEIO SOLIDO

3.7.1 Sistema em Tubos

Estes ensaios foram conduzidos objetivando avaliar a capacidade dos fungos
em colonizarem a bainha mediana de palmito juntamente com os outros residuos

empregados como fonte de nitrogénio e carbono.
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Os residuos misturados de acordo com os tratamentos estabelecidos no
quadro 3.3 foram umedecidos a 70% com agua destilada e colocados em tubos de
ensaio com comprimento de + 15 cm. Em seguida foram autoclavados e, apos o
resfriamento, foram levados para a camara de fluxo laminar, para a inoculagcdo de
1cm? de micélio de cada fungo, cultivado em meio BDA. Os tubos permaneceram na
estufa a 25 °C sem luminosidade. A cada 2 dias foram realizadas medidas do
crescimento micelial para realizar a analise de crescimento micelial de cada
linhagem. O experimento foi cessado, quando um primeiro tubo foi preenchido até o
final pelo micélio, entdo se deu por encerrado o experimento no 18° dia de cultivo.

Este ensaio foi realizado em duplicata.

3.7.2 Sistema em Frascos

Os experimentos foram conduzidos em frascos de 350 mL, transparentes,
autoclavaveis, cilindricos, vedados com tampas metalicas, com abertura de %
polegada cobertas com papel filtro, sendo todos os ensaios realizados em triplicata.
Os frascos receberam a composicdo dos meios mencionados no Quadro 3.3. Os
frascos autoclavados e resfriados a temperatura ambiente, foram conduzidos a
camara de fluxo laminar para serem inoculados com micélio fresco que foram
espalhados na superficie superior do substrato de forma a preencher totalmente o
mesmo.

Apds atingir 50% de colonizagédo do substrato, os frascos foram retirados a
cada 5 dias, representando num total de 6 intervalos de tempo, para a determinagao
da umidade, pH, atividades enzimaticas (xilanase, carboximetilcelulase e avicelase)

e proteinas totais.
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3.8 DETERMINACOES ANALITICAS

3.8.1 Determinagao da velocidade média do Crescimento Micelial Linear em tubos

de ensaio

A velocidade média de crescimento micelial das espécies P. tricholoma e P.
tenuiculus foi obtida através da razao entre a distadncia total percorrida pelo
micélio e o tempo gasto para que ocorresse o crescimento. As avaliagdes
foram feitas em duplicatas. Cada repeticdo representou a média de 4
medidas de velocidade, obtida através da medida do crescimento micelial

utilizando uma régua.

3.8.2 Determinacdo da concentragao micelial em meio liquido

A determinacdo da concentracdo micelial em meio liquido foi realizada de
acordo com TAVARES (2003) utilizando-se o método da massa seca. O conteudo de
cada frasco foi filtrado com papel filtro (membrana) previamente seco, utilizando
bomba de sucg¢ao a vacuo. O micélio retido no papel filtro foi colocado em estufa a
80°C até peso constante para posterior determinagdo da massa. A concentracéo

micelial presente no meio de cultivo foi calculada pela seguinte expresséo:

X(g/L):(N[St——N[p) (01)

a
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Onde:

X = Concentragao de micélio no meio expressa em massa seca por litro (g/L)
Mst = Massa seca total (papel filtro seco + micélio) (g)

Mp = Massa do papel filtro seco (g)

Va= Volume da amostra (L)

3.8.3 Determinacédo da umidade do meio sélido

Para esta determinacéao utilizou-se a adaptagao feita por MAIORANO (1990)
do método n°® 14004 da A. O . A .C . (Association of Official Analytical Chemistry) de
determinacédo de umidade em cereais. A adaptagdo resultou no seguinte
procedimento utilizado neste trabalho:

Em wuma balanga semi analitica, previamente tarada, pesou-se
aproximadamente 1g de material em balanga analitica. Colocou-se esta placa em
estufa a 80°C por 24 horas, apos a qual foi transferida para um dessecador. Atingida
a temperatura ambiente procedia-se a segunda pesagem.

O calculo da umidade neste trabalho foi feito conforme a Equagéao 02:

U= 100xN (02)
P
Onde:
N = diferencga entre as duas pesagens (g);

P = massa da amostra umida (g);
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3.8.4 Determinacao do pH

Meio Liquido: O pH foi medido em todas as amostras diretamente no meio de
cultivo, ap0ds filtragao a vacuo, utilizando um potenciémetro digital (DIGIMED, modelo

DM 20).

Meio Sdlido: Para a determinacdo do pH foi utilizada a amostra proveniente da
secagem para determinagcdo da umidade que foi suspensa em 10 mL de agua
destilada. Esperou-se 10 minutos com agitacao intermitente e procedeu-se a leitura

do pH utilizando um potenciémetro digital (DIGIMED, modelo DM 20).

3.8.5 Tratamento das amostras para determinagao das atividades enzimaticas e

proteinas

O meio fermentado proveniente dos frascos foi homogeneizado e a massa foi
transferida para uma badeja plastica retangular (15 cm x 10 cm), e levada a uma
estufa com circulagéo de ar forcada (FANEM, modelo 320/8), a 35°C por 24 horas.
Este procedimento teve o objetivo de parar a fermentacdo (MAIORANO,1990).

Apos esta secagem, em condi¢des brandas, o meio fermentado seco foi
novamente homogeneizado. A amostra foi estocada em freezer até o momento da

extragdo para as seguintes determinagoes:

e Atividades enzimaticas xilanoliticas;
¢ Atividades enzimaticas celuloliticas;

e Proteinas totais.
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3.8.6 Extracdo das enzimas

Meio Liquido: A atividade enzimatica foi determinada diretamente no meio de

cultivo, apds filtracdo da amostra em papel filtro comum sob vacuo.

Meio Sélido: A extracdo das enzimas do meio sélido foi feita pela incubacao de 1 g
de amostra com 20 mL de tampéao acetato de sédio 50mM, pH 5,0, na temperatura
de 30°C, velocidade de agitagao de 150 rpm, por 30 minutos. A amostra foi filtrada a
vacuo utilizando-se conjunto de filtragdo Milipore e papel filtro comum

Este filtrado foi utilizado para a determinacdo da atividade das enzimas

xilanase e celulases, descrita no item 3.9.1 e 3.9.2.

3.9 DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

3.9.1 Atividade de Xilanase

A atividade de xilanase (EC 3.2.1.8), foi determinada pela quantidade de
acucares redutores liberados a partir do substrato xilana “birchwood” (Sigma-St.
Louis, USA) (BAILEY et al., 1992). Os agucares redutores liberados durante a
reacdo foram determinados pelo método do acido 3,5 dinitrossalicilico (DNS)
(MILLER, 1959).

A solucdo de xilana foi preparada a partir de 1 g de xilana “birchwood” —
Sigma) diluida com 80 mL de tampéao acetato de sédio 50mM, pH 5,0. Em seguida, a
solucao foi fervida , e o volume completado para 100 mL, com o mesmo tampéao.

O método consiste em acompanhar a reacdo de 0,9 mL de xilana a 1%

previamente aquecida, com 0,1 mL de extrato enzimatico a 50 °C por 5 minutos.
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Desta solucéo, retirou-se 0,5 mL que foram adicionados a 1 mL de DNS. O volume
final foi fervido a 100 °C em banho-maria por 5 minutos, sendo a reagao paralisada
com o esfriamento da solugdo em banho de gelo. Apds diluicdo com 2 mL de agua
destilada, a absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro (METROLAB
modelo 325 BD) a 540nm, contra um branco que sofreu o mesmo tratamento. A
curva padrao foi feita a partir de xilose (Merck), nas concentragdes de 0,2 a 1,0g/L.
Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de agucares redutores, expressos como xilose, por

minuto a 50°C, sendo a atividade enzimatica expressa em g.

3.9.2 Atividade de Celulases

As atividades de endo B-1,4 glucanase ou carboximetilcelulase (Cx) (EC
3.2.1.4) e exo B-1-4 glucanase ou avicelase (C1) (EC 3.2.1.74) foram determinadas
segundo técnica descrita por TANAKA et al., 1981, utilizando uma solugado de
carboximetilcelulose 0,44% (Sigma) em tampdo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,5
para a atividade da fracdo Cx e de uma suspensédo a 1,1%, no mesmo tampao, de
celulose microcristalina (Avicel) para C1. A reacao foi iniciada pela adigao de 0,1mL
do extrato enzimatico em 1mL dos substratos, procedendo-se a reacdo a 50°C por
60 minutos, posteriormente foi adicionado 1mL de DNS, mantendo-se o tubo em
agua fervente (100°C) por 5 minutos, apds esta etapa, os tubos foram imersos em
agua com gelo e foram adicionados 2 mL de agua destilada (MILLER, 1959).

A curva padréo foi feita a partir de glicose (Merck), nas concentragdes de 0,2
a 1g/L. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de

enzima capaz de liberar 1 umol de glicose, por minuto, a 50 °C, sendo a atividade
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enzimatica expressa em U/g. A leitura de absorbancia das amostras foi lida em
espectrofotometro (METROLAB modelo 325 BD) a 540nm, contra um branco que

sofreu o0 mesmo tratamento.

3.10 DETERMINAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS

O conteudo de proteinas das amostras foi determinado pelo método proposto
por LOWRY et al. (1951).

As proteinas soluveis foram tratadas com um reagente obtido por juncao das
solucoes de tartarato de sodio e potassio e de sulfato de cobre pentahidratado, para
obter uma reacgéao “biureto”, em meio alcalino, antes de adicionar o reagente de Folin.
A cor final é resultante do complexo “proteina-cobre” e da redugao da solugao acida
“fosfotungesténio-fosfomolibideno”.

O reagente de Folin-Ciocalteau, que na sua esséncia é uma solugao acida de
“fosfotungsténio-fosfomolibdeno”, tem a particularidade de ser reduzido pelos fendis,
além de outras substancias. A redugdo dos reagentes pelas proteinas deve-se a
tirosina e ao triptofano, tendo os outros aminoacidos, relativamente, pouca
importancia. Contudo a glicina diminui a intensidade da cor, sempre que esta em
concentragdes superiores a 0,5%.

Por ser tratar de fermentacdo em estado sélido foi necessario extrair as
proteinas do meio. Para isso utilizou-se o seguinte procedimento:

a) Em tubo de ensaio foi pesado 0,1 g de amostra previamente seca (item
3.8.5);

b) Acrescentou-se 1 mL de NaOH 1N e 1 mL de agua destilada;

c) Os tubos foram levados a um banho de agua fervente por 5 minutos;
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d) Apds este tempo, os tubos foram resfriados e centrifugados por 5 minutos a
4000 rpm;
e) O sdlido precipitado de cada tubo foi descartado e reservou-se o

sobrenadante para a dosagem da proteina.

Para a dosagem das proteinas totais utilizou-se o seguinte procedimento:

a) Em tubo de ensaio colocou-se 0,5 mL de sobrenadante proveniente da
extracdo da proteina do meio sodlido. Este sobrenadante foi diluido conforme a
necessidade;

b) Acrescentou-se 2,5 mL da solugcdo D (Solugdo Alcalina de Cobre-
Tartarato);

c) Deixou-se 10 minutos em repouso cronometrados;

d) Acrescentou-se 0,5 mL da solugdo E (Reagente de Folin-Ciocalteau em
uma reagao de 1:1);

e) Deixou-se 30 minutos em repouso cronometrados;

f) Procedeu-se a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro a 750 nm
contra um branco feito com agua destilada que sofreu o mesmo tratamento.

Calculou-se o teor de proteina através da equacao de uma curva padrao feita
com solugdes de albumina bovina de concentragdes conhecidas que foram de 50 —
200mgl/L.

A concentragao de proteinas totais foi expressa em mg/g através da equagéao

03:

PT=CxV (03)
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Onde:

PT = concentracéo de proteinas totais em mg/g;

C = concentragdo das proteinas totais em mg/L obtida da equagao da curva feita
com solugdes padroes de albumina;

V = quantidade de NaOH e agua utilizadas na extragdo da enzima do meio sélido,
em litros;

M = massa da amostra seca (em gramas), utilizada na extragao acima referida.

3.11 RELACAO CARBONO/NITROGENIO

A determinacdo da relacdo C:N foram realizadas por meio do método
recomendado Laboratério Nacional de Referéncia Vegetal (1983) - LANARYV, no
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Blumenau — IPTB/FURB.

A relagao C:N foi feita em todos os tratamentos, no intervalo de tempo zero,

ou seja antes da inoculagao dos fungos.

3.12 CALCULO DO CRESCIMENTO MICELIAL TOTAL

A partir do comprimento de micélio foram calculadas as médias totais,
obtendo-se a média de crescimento micelial total pela equagcao 04, visando a
comparagao entre os dois fungos estudados neste ensaio, assim como o0s

tratamentos pesquisados.

CT =C  (04)

Onde :
CT = Média total dos tubos (cm)
C = Somatdria de todos os valores (cm)

10 = Numero de leituras realizadas
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3.13 CALCULO DA VELOCIDADE MEDIA DE CRESCIMENTO MICELIAL

A velocidade média de crescimento micelial ao dia foi calculada pela equacéao
05.
Vm = Vf -Vi (05)
Tf
Onde:
Vm = velocidade média de crescimento micelial (cm/dia)
Vf = medida do crescimento micelial no tempo final (cm)

Vi = medida do crescimento micelial no tempo inicial (cm)

Tf = Tempo final (dias)

3.14 CALCULO DA ATIVIDADE ESPECIFICA

A atividade especifica dos cultivos (AE) em frascos foi realizada através da equagao
(06).
AS = AE  (06)
PT
AS = Atividade enzimatica especifica (U/mg)
AE = Atividade Enzimatica no tempo t (U/Q)

PT = Proteinas totais no tempo t (mg/g)

3.15 PRODUTIVIDADE MAXIMA
A produtividade enzimatica maxima nos cultivos (PEM) em frascos foi realizada
através da equacao (07).

PME = AE (07)
TAE
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AE = Atividade Enzimatica no tempo t de valor mais elevado (U/g)

Tae =tempo t referente ao cultivo com valor mais elevado de AE (dias)

3.16 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada nos estudos de crescimento micelial linear
pela analise de variancia (ANOVA), usando o programa Statistica® 6.0. Quando a
analise de variancia demonstrou efeito sobre o resultado (p<0,05) foi aplicado o teste

de Tukey com nivel de significancia de 5%, para comparag¢ao entre medias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacdo dos resultados e respectiva discussdo serao abordadas,
neste capitulo, em trés grupos, conforme o Quadro 3.1, apresentado anteriormente.
Os dados experimentais apresentados na forma de tabela encontram — se no

Apéndice.

4.1 Ensaio | Ensaios em Fermentagao Submersa

Neste grupo foram realizados dois ensaios buscando estabelecer a produgao
de biomassa e a atividade enzimatica de xilanase e carboximetilcelulase das
espécies de Polyporus tricholoma (CCB 684) e Polyporus tenuiculus (CCB 685).
Para tanto, utilizou-se um meio padrdo contendo peptona e extrato de malte,
conforme descrito no item 3.5.

Os dados experimentais estdo ilustrados nas Figuras 4.1 e 4.2.

6 - Biomassa

Biomassa (g)

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dias)

\ —e&— P. tricholoma —a— P tenuiculus \

Figura 4.1 - Crescimento micelial (biomassa) dos
fungos P.tricholoma e P.tenuiculus, obtido em cultivo submerso.

Analisando a Figura 4.1, verifica-se que o fungo P. tricholoma apresentou

crescimento constante a partir do quinto dia, com valores de 6g/L ao final de 12 dias
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de cultivo. Ja o fungo P. tenuiculus, diferentemente do P. tricholoma, apresentou
crescimento nao pronunciado, atingindo valores em torno de 0,47g/L, apds 12 dias
de cultivo nas mesmas condigoes.

Comparando as duas espécies estudadas, P. ftricholoma obteve uma
concentracdo celular, aproximadamente, 12 vezes superior, € velocidade média de
crescimento micelial de 0,48g/L/dia, enquanto no cultivo de P. tenuiculus, a
velocidade foi de 0,021g/L/dia. VIEIRA (2005), utilizando a mesma composi¢cao do
meio de cultura, obteve uma velocidade similar tanto para o fungo P. tricholoma
quanto para o fungo P. tenuiculus.

Quanto ao consumo de glicose no meio de cultivo, constata-se, pela Figura
4.2 que, embora o P. tenuiculus tenha apresentado baixa velocidade média de
crescimento micelial, o consumo de glicose foi superior ao do P. fricholoma,
obtendo-se valores de 0,92 g/L/dia. Constatou-se, também, que, ao final dos 12 dias
de cultivo de P. tricholoma houve um residual de glicose no meio de 7,2 g/L. No
cultivo de P. tenuiculus, este valor chegou a 10,5 g/L .

Comparando os valores de crescimento micelial e concentragdo de glicose,
constatou-se que P. tenuiculus apresentou velocidade de consumo de glicose
(0,92g/L.dia) similar ao P. tricholoma (1,02g/L.dia), embora tenha apresentado
valores de concentracao de biomassa inferiores.

SANTOS & TAVARES (2004), constataram que a glicose reduz a velocidade
de crescimento micelial radial de P. tenuiculus, 0 mesmo nao ocorrendo para P.

tricholoma, a nao ser em elevadas concentragdes (80g/L).
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—&— P. tricholoma —m— P tenuiculus

Figura 4.2 - Consumo de glicose dos fungos
P.tricholoma e P.tenuiculus

O pH do meio de cultura durante os 12 dias de cultivo, para ambos os fungos,
manteve-se constante, iniciando-se em 4,5, atingindo o valor maximo de 4,67. Estes
resultados sdo similares aos observados por LIEBL et al., (2004), onde os autores
verificaram a capacidade auto reguladora do pH destas linhagens, sendo que o valor
de equilibrio foi constatado como sendo em torno de 5,5 apds 20 dias de cultivo.
VIEIRA (2005), utilizando o mesmo meio de cultura, chegou a valores de pH de 5,0
para P. tenuiculus e 5,9 para P. tricholoma.

O pH do meio de cultivo é um dos parametros mais criticos que afetam o
crescimento e a biossintese de metabdlitos, e que varia com diferentes organismos,
condigdes operacionais e meios de cultivo utilizados (LACROIX, et al., 1985).

No que se refere as atividades enzimaticas, apresentadas nas Figuras 4.3 e
4.4, constatou-se que, em ambos os cultivos, a atividade maxima de xilanase
ocorreu no sétimo dia. No cultivo de P. tenuiculus a atividade maxima obtida foi de
225 U/mL, que foi semelhante ao valor maximo obtido no cultivo de P. tricholoma

que foi de 205 U/mL.



70

Atividade Xlanase
260 -

210 A

160 -

110 -
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0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (dia)

Xilanase (U/mL)

—e— P. tricholoma —a— P. tenuiculus

Figura 4.3 Atividade de xilanase dos fungos P.tricholoma e
P.tenuiculus

A partir desses resultados, ha indicativos que o P. tenuiculus tem a
capacidade de produzir maior atividade enzimatica em menor biomassa.

Para a enzima carboximetilcelulase o valor maximo de atividade foi observado
entre o quinto e o sétimo dia, obtendo-se valores de 31 U/mL, em ambos os cultivos.
Entretanto no cultivo de P. tenuiculus, a atividade maxima manteve-se constante, até
aos 12 dias, o que nao foi observado no cultivo do P.tricholoma, que apresentou
reducao gradativa da atividade. Esta reducédo pode estar associada as propriedades
estruturais e cinéticas da enzima produzida em cada fungo, ou ainda, a variagdes no

conjunto de enzimas que fazem parte do complexo celulolitico de cada espécie

(SILVA, 2003).
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Atividade Carboximetilcelulase
35
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Carboximetilcelulase
(U/mL)

—e— P. tricholoma —&— P. tenuiculus

Figura 4.4 - Atividade de carboximetilcelulase dos
fungos P. tricholoma e P. tenuiculus

Os resultados mostraram que a atividade de xilanase foi, aproximadamente,
seis vezes superior a atividade de carboximetilcelulase. MILAGRES et al., 2001,
utilizou o basidiomycete Poria medula panis para a produgao de enzimas hidroliticas
em meio liquido constituido de palha de trigo (3%). Embora tenham obtido
resultados inferiores aos apresentados neste trabalho, também constataram
atividade de xilanase superior a de celulase. As atividades maximas para ambas as
enzimas, também ocorreram no inicio do experimento (5° dia), decaindo no final do
cultivo. Embora as hidrolases sejam elementos importantes no processo de
decomposicdo de materiais lignoceluldsicos, a sua baixa atividade € compensada
pela produgao de enzimas lignoceluloliticas ou outros componentes nao enzimaticos
com baixo peso molecular (PRADE, 1995).

Apds, alcangado o objetivo na fermentagao submersa, que foi a avaliagao da
producdo de biomassa e das atividades hidroliticas, iniciaram-se os ensaios em

fermentacgao solida.
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4.2 Ensaio Il Ensaios de Fermentagcdao em Estado Sé6lido em Tubos

Este ensaio teve por objetivo verificar a cinética de crescimento micelial
longitudinal dos fungos P. tricholoma e P. tenuiculus na fermentagdo em estado
sélido nos diferentes tratamentos apresentados na Quadro 3.2, tendo como
substrato principal, a bainha mediana de palmito, ilustrado nas Figuras 4.5 e 4.6.

No decorrer dos 18 dias de experimento foi observada a cinética de
crescimento micelial de ambos os fungos. Os valores obtidos estdo apresentados

nas Figuras 4.7 a 4.12.

Figura 4.5 - Cinética de crescimento micelial com
diferentes suplementagdes de residuos agroindustriais.

Em todos os tratamentos, observou-se o crescimento micelial superior para o
fungo P. tricholoma em relagdo ao P. tenuiculus. A variagdo da cinética de
crescimento micelial, em fungdo da mudanga de composicdo dos meios, foi
semelhante para ambos, isto €, o0 aumento do crescimento micelial, foi proporcional

ao aumento da concentracao de fonte de N organico no meio de cultivo.
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Figura 4.6 - a) Crescimento micelial do tratamento 01 (auséncia de N), onde F1 é P. fricholoma e F2
€ P. tenuiculus

b) Crescimento micelial do tratamento 04, (3g de N), onde F1 é P. tricholoma e F2 é P.
tenuiculus

No cultivo de P. fricholoma obteve-se um comprimento micelial maior nos
tratamentos com fontes de carbono (bagago de mandioca) e nitrogénio organico
(farelo de soja) T4, T7 e T8, chegando-se a 10 cm no 18° dia de cultivo. Segundo
KUES et al.; 2000, serragem suplementada com farelo de cereais € um substrato
que satisfaz a necessidade dos fungos basidiomycetes, para crescerem e
frutificarem, além de ajudar a resistir a competidores microbianos. Por outro lado, o
aumento na concentragdo dessas suplementagbes leva ao maior risco de
contaminacgdes bacterianas ou fungicas indesejaveis (GEZER et al.; 2002).

Os ensaios T4, T7 e T8 foram os primeiros a serem totalmente colonizados,
porém esse comprimento ndo significa a produgdao de biomassa maxima, uma vez
que havia um fator limitante para o crescimento do micélio, que foi o espago e o

comprimento do tubo de ensaio.
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Figura 4.7 — Crescimento micelial de P. tricholoma para os
tratamentos T1, T2, T3 e T4 (6,5 g de bagago de mandioca
e 0,1, 2 e 3 de farelo de soja).
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Figura 4.8 — Crescimento micelial de P. tenuiculus para os
tratamentos T1, T2, T3 e T4 (6,5 g de bagac¢o de mandioca
e 0,1, 2 e 3 de farelo de soja).
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Figura 4.9 — Crescimento micelial de P. tricholoma para
os tratamentos T5, T6, T7 e T8 (4,5 g de bagago de mandioca
0,1, 2 e 3 de farelo de soja).
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Figura 4.10 — Crescimento micelial de P. tenuiculus para
os tratamentos T5, T6, T7 e T8 (4,5 g de bagago de mandioca
e 0,1, 2 e 3 de farelo de soja).
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Figura 4.11 — Crescimento micelial de P. tricholoma para
os tratamentos T9, T10, T11 e T12 (0 g de bagago de mandioca
0,1, 2 e 3 de farelo de soja).

P. tenuiculus

—
ONARDPPON
oocooooo

Crescimento
Micelial (cm)

72 A
4
"‘

R—p—r—= ; ; ;

0 2 4 6 8 1012 14 16 1

8 20

Tempo (dias)
——T9 —8—-T10 T11 T12

Figura 4.12 — Crescimento micelial de P. tenuiculus para
os tratamentos T9, T10, T11 e T12 (0 g de bagaco de mandioca
e 0,1, 2 e 3 de farelo de soja).

No cultivo de P. tenuiculus os tratamentos que levaram a obtencédo de
comprimento micelial, ligeiramente superior no 18° dia de cultivo foram o T8 (4,5 g
de bagago de mandioca) e T12 (0 g de bagaco de mandioca), chegando a 6,0 cm de

comprimento de micélio. A adicao de fontes organicas de nitrogénio, como soja e
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alfafa, tem mostrado aumento no crescimento micelial. KURTZMAN & ZADRAZIL
(1984). Além disto, observou-se que, nos cultivos cuja a composicdo do meio, ndo
possuia fonte de nitrogénio, tendo apenas bagago de mandioca (fonte de carbono)
acrescentado ao substrato base (bainha de palmito), isto é, o T1 e T5, a cinética de
crescimento foi mais lenta, mostrando que, na auséncia de farelo de soja, € menor o
crescimento micelial.

Este resultado indica, portanto, que, para este fungo, o melhor crescimento
ocorre em condigdes com maiores concentracdes de fonte de nitrogénio. Resultado
semelhante foi obtido por SILVA (2003), que utilizou residuo de eucalipto,
suplementado com farelo de arroz, trigo e soja para o crescimento de L. edodes e
constatou que o crescimento micelial foi maior quando utilizou-se farelo de soja
como suplemento.

Nas Figuras 4.13 e 4.14 esta apresentada a analise estatistica dos valores
calculados do comprimento micelial de P. tricholoma e P. tenuiculus,
respectivamente apresentando diferenga significativa (p< 0,05). Sendo assim, foi
feito teste de Tukey com 5% de probabilidade, que gerou as letras nos graficos. Para
o fungo P. tricholoma, os tratamentos que tiveram maior crescimento micelial (4, 7 e
8), com 6,0 e 4,5 g de bagago de mandioca e 3 e 2 g de farelo de soja no meio de
cultivo, ndo apresentaram diferengas estatisticas entre si. Os tratamentos 1 e 5, que
levaram aos menores crescimentos de miceélio, apresentaram diferengas estatisticas
entre eles, confirmando o fato de que, na auséncia de farelo de soja, quando usado
o bagaco de mandioca, menor sera o crescimento micelial, pois o tratamento 9 sé
tem bainha mediana de palmito e & semelhante a outros tratamentos com

suplementacgao.
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Segundo SOCCOL (1994), outro fato a ser considerado € a textura do
substrato, que interfere no crescimento micelial. Este autor constatou que o
substrato preparado apenas com bagag¢o de mandioca, ficou excessivamente denso

e compacto, ocasionando uma queda na produgao de micélio.

Polyporus tricholoma
a a a
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Figura 4.13 - Valores analisados estatisticamente para o comprimento de
P.tricholoma.

Dados contendo letras iguais significa que sdo iguais estatisticamente, mesmo
que a média seja diferente.

Para o P. tenuiculus os tratamentos 8 e 12, com diferentes concentragdes de
bagaco de mandioca (4,5 g e 0 g) no meio de cultivo, ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si. Porém os tratamentos 1, 5 e 9 (sem farelo de soja)
apresentaram diferengas estatisticas entre eles, provavelmente, em funcdo das

diferentes concentracbes de bagaco de mandioca (6,0, 4,5 e 0g) repetindo o
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resultando observado no fungo P. tricholoma, ou seja, quanto maior a fonte de

nitrogénio, maior sera o crescimento micelial, como pode-se observar na Figura

4.14.
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Figura 4.14 - Valores analisados estatisticamente para o comprimento de P. tenuiculus.

Dados contendo letras iguais significa que sao iguais estatisticamente, mesmo que
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a média seja diferente.

E importante observar também que, o meio de cultivo composto apenas por

bainha de palmito (T9) levou a obtencdo de crescimento micelial maior que outras

condigbes como os tratamentos T1(6,0g de bagag¢o de mandioca e Og de farelo de

soja) e TS (4,5g de bagaco de mandioca e 0g de farelo de soja), como mostrado na

Figura 4.13. TONINI (2004) encontrou uma relacado de C:N para a bainha mediana

de palmito de 64:1. Segundo Park et al., (2001), apud TONINI, 2004, ions minerais

sdo frequentemente reconhecidos como eficientes elementos para o crescimento

micelial e produgédo de metabdlitos secundarios em fungos.
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Na Tabela 4.1 estdo apresentados os elementos quimicos e suas

concentracées na bainha mediana de palmito.

Tabela 4.1 — Composic¢ao nutricional da bainha
mediana de palmito em termos de elementos
quimicos (resultados expressos em material seco

a75°C).
Elemento quimico Valores (g/Kg)
N 8,60
P 0,76
K 41,14
Ca 4,29
Mg 3,47
S 0,74
Valores (mg/Kg)
Br 79,50
Cu 9,41
Fe 268,9
Mn 787,2
Zn 67,28

Fonte: TONINI, 2004.

TONINI, (2004) em estudos com L. edodes, observou que a velocidade de
miceliacdo diminuiu a medida que é aumentada a concentrag&o de nitrogénio, sendo
utilizado em seu trabalho, 142,83 g/L de farelo de soja como fonte de nitrogénio.
SILVA et al., (2002) estudaram a velocidade de miceliagdo de Lentinula edodes FEB
14 em farelo de soja disperso em meio contendo bagago de mandioca. Os autores
verificaram que a densidade micelial foi proporcional a concentragéo de nitrogénio, o
mesmo nao aconteceu com a velocidade de crescimento micelial que foi
inversamente proporcional. Segundo esses autores, altas concentragdes de
nitrogénio limitam a degradagao da lignina presente no substrato.

De acordo com Donogue e Denison (1995 apud ROSSI, 1999) substratos com

particulas maiores apresentaram teores mais elevados de O, e menores de COa,.



81

Leatham e Stahmann, 1987 apud ROSSI, 1999 observaram que a troca gasosa
inadequada é fator inibitério para o crescimento micelial de L. edodes. Dessa forma
a capacidade de troca do substrato € diminuida com o aumento do bagacgo de
mandioca que restringe os espacgos no seu interior.

A partir do comprimento do micélio foram calculadas as médias totais,
obtendo-se a média de crescimento micelial total, pela equagao 04, conforme o item
3.12 do capitulo anterior, visando a comparagao entre os dois fungos estudados

neste ensaio, assim como os tratamentos pesquisados (Figura 4.15).
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Figura 4.15 — Média total do comprimento do micélio
de P. tricholoma e P. tenuiculus em 10 leituras realizadas.

Pode-se observar na figura 4.16 que a menor média total de comprimento
tanto para o fungo P. tricholoma (3,7cm) quanto para P. tenuiculus (1,2cm) foi no
tratamento 1 (sem fonte de nitrogénio e com 6,0g de bagago de mandioca), ao longo
dos 10 pontos que foram realizadas as medi¢cdes dos tubos (0 ao 18° dia). As
maiores médias foram observadas nos tratamentos 3 e 4 (2 e 3g de farelo de soja)
para P. tricholoma (4,9 cm) e 8 e 12 (4,5 e 0g de bagagco de mandioca) para P.

tenuiculus (2,2 cm).



82

Ja a velocidade média de crescimento micelial ao dia, destes ensaios,

conforme descrito no item 3.13, esta representada na Figura 4.16.
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Figura 4.16 - Velocidade média de crescimento micelial
ao dia, nos 12 tratamentos, para P. tricholoma e P. tenuiculus.

Verificou-se nestes experimentos que, para o cultivo de P. tricholoma, a
velocidade média de crescimento foi maior nos tratamentos 3, 4, 7 e 8, ndo
apresentando, diferencas estatisticas entre estes tratamentos, como mostrado na
Figura 4.17. A velocidade mais lenta ocorreu no tratamento 1, que foi de 0,45 cm de
crescimento de micélio por dia.

SANTOS & TAVARES (2004), também observaram que P. tricholoma
cultivado em meio a base de bainha mediana de palmito, apresentou maior
velocidade de crescimento micelial radial quando comparado ao P. tenuiculus. No
trabalho desses autores, valores similares de velocidade média de crescimento

micelial foram obtidos.
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Figura 4.17 - Valores analisados estatisticamente para a velocidade média micelial de
P. tricholoma ao dia.

Dados contendo

letras iguais significa que sdo iguais estatisticamente,

mesmo que a média seja diferente.

Para o P. tenuiculus a maior velocidade média de crescimento micelial

ocorreu nos tratamentos 8 e 12,obtendo-se 0,325 e 0,350 cm de crescimento de

micélio ao dia, respectivamente. Porém esses tratamentos apresentaram diferencgas

estatisticas entre eles, mostrados na Figura 4.18. As menores velocidades médias

de comprimento ocorreram nos tratamentos 1, 5 e 9, todos sem fonte de nitrogénio,

com 0,2 ,0,22 e 0,25 cm de comprimento de micélio ao dia, respectivamente.
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Figura 4.18 - Valores analisados estatisticamente para a velocidade micelial de P.
tenuiculus ao dia.

Dados contendo letras iguais significa que sao iguais estatisticamente, mesmo que a
média seja diferente.

Estes resultados, podem ser comparados aos apresentados no trabalho de
SANTOS (2000), que avaliou o cultivo de outro fungo basidiomycetes, Pleurotus,
utilizando palha de bananeira e casca de arroz como substrato, obtendo velocidades
médias de 0,2 a 0,6 cm/dia de crescimento de micélio.

Os ensaios em tubos permitiram constatar que, a semelhanca do observado
nos experimentos do Ensaio |, o P. fricholoma apresenta maior velocidade de

crescimento, comparativamente ao P. tenuiculus.
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4.3 Ensaio lll Ensaios em Fermentagao Soélida em Frascos

Estes ensaios tiveram por objetivo avaliar a produgcdo das enzimas, xilanase,
carboximetilcelulase e avicelase, bem como a concentragéo de proteinas totais no
meio. Foram analisados, comparativamente aos 12 tratamentos pesquisados, os
dois fungos estudados. A umidade e o pH foram monitorados ao longo do tempo.

A Figura 4.19 mostra o crescimento micelial nos frascos, onde foi retirada

amostra para a realizagao das determinagdes acima descritas.

Figura 4.19 - a) Crescimento micelial de P. fricholoma no 11° dia de cultivo no T2;
b) Crescimento micelial de P. tenuiculus no 11° dia de cultivo no T2.
T2 (6,0 g de bagago de mandioca e 2 g de farelo de soja).

4.3.1 Atividades Enzimaticas

4.3.1.1 Atividade de Xilanase

A comparagao entre a producado de xilanase obtida nos cultivos realizados
nos frascos para o fungo P. tricholoma esta ilustrada nas Figuras 4.20 a 4.22.
Pode-se observar que o cultivo com P. fricholoma, nas condigdes do T2 (6,0 g

de bagago de mandioca e 2g de farelo de soja), levou a maior atividade enzimatica
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em 15 dias de cultivo, obtendo-se 123 U de xilanase. Ja a menor atividade ocorreu
no tratamento 8 (4,5g de bagaco de mandioca e 3 g. de farelo de soja), em 20 dias

de cultivo alcangando 29 U de xilanase no meio.
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Figura 4.20 - Atividade de xilanase para P. tricholoma nos
tratamentos T1 ao T4(6,0g de bagaco de mandioca e 0, 1,
2 e 3g de farelo de soja).

P. tricholoma

200 -
o B 150 -
° 35
°3
S o 100 - o N j .-
22 50 /e
3 | \’/ —~~
0 -
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (dias)
‘—0—T5—-—T6 7 T8

Figura 4.21 - Atividade de xilanase para P. tricholoma nos
tratamentos T5 ao T8 (4,5g de bagago de mandioca e 0, 1,
2 e 3g de farelo de soja)

Observa-se, ainda, na Figura 4.21, que houve uma queda de atividade
enzimatica no intervalo 3, coincidindo com uma reducao da umidade dos meios, para
30 e 35%, conforme apresentado na Tabela 4.2, essa redugao da umidade pode ser

devido a um problema operacional no experimento.
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Tabela 4.2 — Valores médios de umidade (%) do meio durante o cultivo do fungo P. tricholoma em
diferentes intervalos de tempo.

Tempo TO01 TO02 TO03 TO04 TO5 TO06 TO7 TO08 TO09 T10 T11 T12
(dias)

0 72,97 69,81 68,61 74,08 61,05 67,72 71,07 70,51 68,61 68,61 68,61 70,37
10 73,59 6558 71,24 70,76 73,69 72,23 72,77 71,57 7599 74,53 75,23 74,1
15 69,76 71,00 71,15 73,87 72,8 74,23 71,64 69,27 69,19 75,79 74,07 76,64
20 60,24 61,73 62,32 63,83 34,99 35,68 33,64 33,21 69,7 6994 76,99 75,15
25 77,29 7533 745 7467 77,15 72,01 7512 68,64 67,46 74,46 77,78 73,6
30 78,82 76,17 71,07 7544 7299 75,09 73,23 75,04 64,11 67,28 77,03 66,54

35 75,62 72,08 74,77 7441 7193 73,11 74,39 77,06 7594 71,32 71,78 74,41

Este resultado é confirmado por PALMA (2003) que relata que trabalhos na
forma de planejamento experimental mostraram que, dentre os fatores avaliados, a
umidade do substrato, apresentou-se como uma variavel de grande importancia para

a producgao enzimatica.
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Figura 4.22 - Atividade de xilanase para P. tricholoma nos
tratamentos T9 ao T12 (0Og de bagago de mandioca e 0, 1,
2 e 3 g de farelo de soja)
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Estes resultados indicam que, para a maioria dos tratamentos, as maiores
atividades de xilanase foram obtidas no inicio dos experimentos.

Maiores concentracbes de bagago de mandioca com a presencga de farelo de
soja em 35 dias de cultivo, foi a condicdo que levou a atividade enzimatica
semelhante a atividade do inicio do cultivo. Entretanto nos cultivos com auséncia de
bagaco de mandioca, como mostrado na Figura 4.22 o aumento da atividade
enzimatica no final do cultivo ndo foi tdo expressivo quanto nos primeiros quatro
tratamentos T1, T2, T3 e T4 (6,0 g de bagago de mandioca e 0, 1, 2 e 3g de farelo
de soja).

Tal como a atividade total, a produtividade maxima de xilanase, foi
ligeiramente superior no tratamento T2 (6,0 g de bagag¢o de mandioca e 1g de farelo
de soja) e, o maior valor obtido, ocorreu no 10°dia dos cultivos.

A Figura 4.23 mostra os valores médios de produtividade maxima de xilanase
obtidos nos diferentes tratamentos.

Constata-se que os tratamentos sem bagaco de mandioca (9, 10,11 e 12)
mostraram produtividade maxima similares entre si e superiores aos demais
tratamentos com excecéo do T2, mostrando que a bainha mediana de palmito € um
substrato de composicao satisfatoria, em termos de fonte de carbono e fibras para a

producao de xilanase.
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Figura 4.23 - Produtividade Maxima de Xilanase (U/g.dia)
nos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tricholoma.

No cultivo de P. tenuiculus a atividade de xilanase também foi maior no
tratamento T2 (6,0 de bagagco de mandioca e 1g de farelo de soja), no 20°dia, cujo
meio de cultivo, chegou a 197,4 U/g. A menor atividade ocorreu no T12 (0g de
bagaco de mandioca e 3g de farelo de soja), no 40°dia, obtendo-se 43,3 U/g de
xilanase, conforme ilustrado nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26.

Assim como nos cultivos de P. tricholoma, os cultivos do P. tenuiculus,
levaram a obtencao das maiores atividades enzimaticas no inicio dos experimentos.
Entretanto, estas atividades foram superiores em relagdo as obtidas com P.
tricholoma. Além disso, para todos os tratamentos, a atividade de xilanase foi
reduzindo no final do cultivo, como mostrado nas Figuras 4.24 a 4.26. Este resultado
pode ser explicado pelas conclusbes do trabalho de DARE et al.; 1988, que
descrevem que L. edodes, que também é um fungo de podriddo branca, é altamente
ativo na produgdo de xilanases durante a fase vegetativa, ou seja, no inicio do
cultivo.

Ao comparar os tratamentos com diferentes fontes de carbono T1 ao T4 (6,0g
de bagaco de mandioca) com T5 ao T8 (4,5g de bagaco de mandioca) e T9 ao T12

(Og de bagaco de mandioca), pode-se observar, que, dos tratamentos T1 ao T4 o
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que levou a maior atividade enzimatica foi o tratamento 1. Comparando os
tratamentos T5 ao T8, na Figura 4.25 observa-se que a maior atividade enzimatica
ocorreu no tratamento T5. Na analise da Figura 4.26, verifica-se que a maior
atividade obtida foi no tratamento T9. Pode-se concluir, assim, que, quanto maior a

concentragdo de bagaco de mandioca, na auséncia de farelo de soja, maior sera a

atividade de xilanase.
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Figura 4.24 - Atividade de xilanase para P. tenuiculus
nos Tratamentos T1 ao T4 (6 g de bagago de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.25 - Atividade de xilanase para P. tenuiculus
nos tratamentosT5 ao T8 (4,5 g de bagagco de mandioca
e 0,1, 2 e 3 gde farelo de soja)
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P. tenuiculus
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Figura 4.26 - Atividade de xilanase para P. tenuiculus
nos Tratamentos T9 ao T12 (0g de bagago de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)

A produtividade maxima desta enzima foi maior no tratamento 2 (6,0 de
bagaco de mandioca e 1g de farelo de soja) e menor nos tratamentos sem fonte de

carbono ( 9, 10, 11 e 12), como mostrados na Figura 4.27.
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Figura 4.27 - Produtividade Maxima de Xilanase (U/g.dia) nos
tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tenuiculus.
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Ao comparar os dois fungos utilizados neste trabalho pode-se observar que o
P. tenuiculus, apesar de ter uma velocidade de crescimento micelial mais lenta,
conforme discutido no ensaio I, teve a atividade de xilanase superior, para todos os
tratamentos avaliados. SILVA (2003) obteve resultados diferentes aos deste
trabalho, utilizando residuo de eucalipto para a produgdo de enzimas em nove
linhagens de L. edodes. Verificou-se neste trabalho, que a linhagem que apresentou
um crescimento micelial intenso, foi também a que apresentou maior atividade de
enzimas hidroliticas. Estas enzimas sdo de fundamental importdncia para o
crescimento micelial durante a fase vegetativa, pois sdo responsaveis, pela
despolimerizacdo da celulose e hemicelulose. Os acucares formadores destes
polimeros constituem a fonte de carbono necessaria para a atividade metabdlica
(BUSWELL et al.; 1995).

A atividade enzimatica para ambos os fungos foi maior no inicio do cultivo,
decaindo, no final da fermentagdo. SILVA (2003) teve resultados inferiores de
xilanase (20U/g) aos encontrados nesta pesquisa, em trabalho com Lentinula
edodoes, que também € um basidiomycetes que causa a podriddo branca da

madeira.

4.3.1.2 Atividade de Celulases

4.3.1.2.1 Atividade de Carboximetilcelulase

No cultivo de P. tfricholoma, pode-se observar nas Figuras 4.28 a 4.30 que
este, produziu a maior atividade enzimatica nos tratamentos T10 (1g de farelo de
soja), e T12 (3g de farelo de soja), no 10° dia de cultivo, obtendo-se 6,1 U/g nos dois

tratamentos. SILVA (2003) verificou que a concentracdo de farelo de soja usados
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nos preparos dos meios de cultivo teve influéncia na atividade de
carboximetilcelulase, pois quanto maior a concentragao de farelo, maior a atividade

enzimatica.
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Figura 4.28 - Atividade de carboximetilcelulase para P.
tricholoma nos tratamentos T1 ao T4 (6 g de bagacgo de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.29 - Atividade de carboximetilcelulase para
P. tricholoma nos tratamentos T5 ao T8 (4,5 g de
bagaco de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)

A menor atividade de carboximetilcelulase ocorreu no tratamento T1, no 30 °

dia de cultivo com 1,4 U/g.
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Diferentemente da atividade de xilanase, a producdo da enzima
carboximetilcelulase foi melhor quando a quantidade de bagaco de mandioca foi
diminuida na composi¢ao do meio (tratamentos 9,10,11 e 12),como mostrado na
Figura 4.30. Este fato pode estar relacionado a conclusao do trabalho de BEGUIN
(1990), que afirma que existem dois tipos de mecanismos que controlam a sintese e
secrecdo de celulases. Na maioria dos organismos, a producdo de celulases é
reprimida na presenca de altas concentragcdes de fonte de carbono prontamente
metabolisaveis.

No cultivo com meio composto apenas por bainha mediana de palmito (T9),
observou-se a atividade enzimatica superior aos tratamentos anteriores, no inicio do

processo.
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Figura 4.30 - Atividade de carboximetilcelulase para
P. tricholoma nos tratamentos T9 ao T12 (0 g de
bagaco de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)

A produtividade maxima de carboximetilcelulase ocorreu no T10 (auséncia
de bagaco de mandioca e 1g de farelo de soja) e T12 (auséncia de bagaco de
mandioca e 3g de farelo de soja), coincidindo com as melhores condi¢cbes para

obtencao da atividade enzimatica, conforme mostrado na Figura 4.31.
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Figura 4.31 - Produtividade Maxima de Carboximetilcelulase
(U/g.dia) nos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.
tricholoma.

No cultivo de P. tenuiculus a atividade de carboximetilcelulase foi superior
no T3 (6g de bagaco de mandioca e 2g de farelo de soja) obtendo-se 11,6 U/g, e
inferior no T6 (4,59 de bagaco de mandioca e 1g de farelo de soja), onde foram
obtidos 2,5 U/g. Pode-se observar, com esses resultados, que as maiores atividades
de carboximetilcelulase de P. tenuiculus, diferentemente do P. tricholoma, ocorreram
nos tratamentos iniciais (T2, T3, T4 e T6) e no primeiro intervalo de amostragem,
conforme mostrado nas Figuras 4.32 a 4.34.

A maior atividade de carboximetilcelulase foi obtida nas condigbes dos
tratamentos com maior concentracdo de bagaco de mandioca, o que foi também
observado para atividade de xilanase produzida por este fungo.

MATSUMOTO (1988) estudou L. edodes cultivado sobre serragem e
verificou que as atividades de carboximetilcelulase e xilanase, aumentaram nos
primeiros estagios de desenvolvimento, atingindo altos niveis durante o

amadurecimento do corpo de frutificacao.
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Figura 4.32 - Atividade de carboximetilcelulase para P.
tenuiculus nos tratamentos T1 ao T4 (6 g de bagaco de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.33- Atividade de carboximetilcelulase para P.
tenuiculus nos tratamentos T5 ao T8 (4,5 g de bagago
de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.34 - Atividade de carboximetilcelulase para P.
tenuiculus nos tratamentos T9 ao T12 (0 g de bagago de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)

SILVA (2003) teve a atividade de carboximetilcelulase dez vezes inferior a
atividade de xilanase, resultado similar foi observado neste trabalho.
A produtividade maxima de carboximetilcelulase foi obtida nos tratamentos

T3, T4 e T6, como mostrado na Figura 4.35, chegando a valores de 0,6 (U/g.dia).
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Figura 4.35 - Produtividade Maxima de Carboximetilcelulase
(U/g.dia) nos tratamentos T1 ao T12 para o fungo
P.tenuiculus.

Ao comparar a produgao de carboximetilcelulase pelos dois fungos, pode-

se concluir que o P. tenuiculus produz mais atividade enzimatica em relagdo ao P.
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tricholoma. O mesmo foi observado na fermentacdo submersa, para esta enzima,

conforme mostrado na Figura 4.4.

4.3.2.2.2 Atividade de Avicelase

Os resultados de atividade enzimatica de avicelase estdo representados

nas Figuras 4.36 a 4.38.
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Figura 4.36 - Atividade de avicelase para P. tricholoma
nos tratamentos T1 ao T4 (6 g de bagaco de mandioca

0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.37 - Atividade de avicelase para P. tricholoma
nos tratamentos T5 ao T8 (4,5 g de bagago de mandioca
e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.38 - Atividade de avicelase para P. tricholoma nos
tratamentos T9 ao T12 ( Og de bagaco de mandioca € 0, 1,
2 e 3 g de farelo de soja)

Pelas figuras acima, pode-se constatar que a atividade de avicelase
aumentou nos tempos finais, em todos os tratamentos, a excecao dos quatro ultimos
T9, T10, T11 e T12) (0Og de bagago de mandioca e 0, 1, 2 e 3g de farelo de soja) ,
mantiveram-se praticamente constante.

Foram obtidos valores maximos de avicelase de 15 U/g e minimos de 3,5 U/g.
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A produtividade maxima de avicelase para o fungo P. fricholoma ocorreu
conforme a atividade da enzima sendo, também, superior nas condicbes dos

tratamentos finais (T9 ao T12) das fermentagdes mostrados na Figura 4.39.

Polyporus tricholoma
1,4 =
1,2

0,81
0,61
0,41
0,21

Produtividade Maxima de
Avicelase (U/g.dia)

T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

Tratamentos

Figura 4.39 - Produtividade Maxima de Avicelase (U/g.dia)
nos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tricholoma

Pode-se observar também que, as maiores atividades de avicelase
produzidas pelo P. tenuiculus, foram obtidas nas condi¢cbes dos tratamentos, T1, T2,
T3 e T4 (6,0 g de bagaco de mandioca e 0, 1, 2 e 3 de farelo de soja). Comparando
os resultados obtidos nos cultivos cujos tratamentos continham a mesma quantidade
de bagago de mandioca, pode-se perceber que na auséncia de farelo de soja, T1 e
T5, obteve-se a maior atividade enzimatica, nos primeiros dias de cultivo, como
mostra as Figuras 4.40 a 4.42.

Quanto a produtividade maxima de avicelase para o fungo P. tenuiculus,
observa-se na Figura 4.43, que os tratamentos com auséncia de bagaco de

mandioca, apresentaram os menores valores.
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Figura 4.40 - Atividade de avicelase para P. tenuiculus
nos tratamentos T1 ao T4 (6 g de bagaco de mandioca

e 0,1, 2 e 3 gde farelo de soja)
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Figura 4.41 - Atividade de avicelase para P. tenuiculus
nos tratamentos T5 ao T8 (4,5 g de bagago de

mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.42 - Atividade de avicelase para P. tenuiculus
nos tratamentos T9 ao T12 (0 g de bagago de
mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja)
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Figura 4.43 - Produtividade Maxima de Avicelase (U/g.dia)
nos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tenuiculus.

4.4 Concentracao das Proteinas Totais
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A determinacdo da concentracdo das proteinas totais foi realizada neste
trabalho com o objetivo de analisar a atividade especifica das enzimas produzidas
no meio de cultivo nos diferentes tratamentos.

Observa-se nas Tabelas 4.3 e 4.4, os valores médios de proteinas totais para
P. tricholoma e P. tenuiculus. A maior concentracao de proteinas no meio de cultivo
para ambos os fungos foi encontrada nos tratamentos sem bagag¢o de mandioca (T9,
T10, T11 e T12), cuja relagao C:N, no tempo zero, foi de aproximadamente 50:1.

Em relagdo aos outros tratamentos, a presenga do bagago de mandioca
apresentou menor concentragdo de proteinas totais especialmente quando o fungo

P. tricholoma foi cultivado.

Tabela 4.3 — Valores médios obtidos de proteinas totais, expressos em mg/g de meio, nas
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tricholoma.

Tempo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
(dias)

0 66,7 68,7 1043 513 759 941 942 872 1344 1094 1215 1150
10 91,9 1244 0911 143 106,7 120,6 103 111,7 1556 1443 156,5 174,3
15 92,0 101,9 1024 100,9 98,7 957 833 1094 1144 1220 1241 1419
20 95,2 1194 98,0 1169 946 1044 1189 957 1181 1293 128,0 139,6
25 852 103,17 1113 956 76,7 889 881 976 1159 1022 112,8 154,6
30 93,9 103,3 126,1 97,2 1020 94,6 126,5 130,2 108,3 124,8 132,0 1457
35 91,7 998 1019 152,8 1381 141,9 1559 143,5 1470 1556 170,6 190,7

Tabela 4.4 — Valores médios obtidos de proteinas totais, expressos em mg/g de meio, nas
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tenuiculus.
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Tempo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
(dias)

0 66,7 68,7 104,3 51,3 759 941 942 87,2 1344 1094 121,5 1150
20 106,9 1194 96,3 127,0 1539 129,3 136,5 131,17 109,17 141,7 139,6 128,5
25 166,4 165 1552 185,8 180,3 147,4 146,7 147,0 157,0 146,1 166,1 138,3
30 127,5 113,1 116,9 126,7 133,6 155,7 1544 127,4 138,9 123,7 120,2 143,0
35 150,3 181,4 1654 148,6 139,7 128,7 140,9 138,9 133,7 160,4 139,6 134,1
40 958 986 924 1154 97,2 103,17 941 946 103,0 119,6 114,8 160,7
45 570 730 60,0 706 1106 946 920 989 824 959 104,1 1489

concentragao total de proteinas no meio, estd mostrado nas Figuras 4.44 e 4.45.

Os valores das atividades especificas de xilanase, isto é, atividade por

2,5
2,0
1,5 1

0,5

Atividade especifica de
xilanase (U/g de proteina)

0,0

Polyporus tricholoma

Ll

Intervalo de Tempo
bﬂuﬁuﬁnﬂnﬁnm‘

Figura 4.44 — Atividade especifica de Xilanase (U/g de proteina)
nas fermentacgdes dos tratamentos T1 ao T6 (T1 ao T4: 6,0 g de
bagaco de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de sojae T5 e T6:
4,5 g de bagacgo de mandioca e 0 e 1g de farelo de soja) para o

fungo P. tricholoma.
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25 Polyporus tricholoma
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Figura 4.45 — Atividade especifica de Xilanase (U/g de proteina)

nas fermentagdes dos tratamentos T7 ao T12 (T7 ao T8: 4,5 g de
bagaco de mandioca e 2 e 3 g de farelo de sojae T9 ao T12:

0 g de bagago de mandioca € 0, 1, 2 e 3 g de farelo de soja) para
o fungo P. tricholoma.

As atividades especificas de xilanase para o P. tricholoma foi superior nos
tratamentos T2 (6,0 de bagago de mandioca e 1g de farelo de soja), T5 (4,5 de
bagaco de mandioca e 0 g de farelo de soja) e T7 (4,5 de bagago de mandioca e 2g
de farelo de soja) todos no mesmo, com 1,2 de U/g de proteina. Os tratamentos T9
ao T12, apesar de terem tido a atividade enzimatica superior ao T7, tiveram a
especifica inferior, isto vem a confirmar que a adicdo de bagago de mandioca como
fonte de carbono induz a atividade enzimatica.

As atividades especificas de xilanase estdo mostradas nas Figuras 4.46 e
4.47.

As atividades especificas de xilanase para o P. tenuiculus foi superior nos
tratamentos T2 (6,0 de bagagco de mandioca e 1g de farelo de soja) e T3 (6,0 de
bagaco de mandioca e 2 g de farelo de soja) nos 20 dias de cultivo, com 1,8 de U/g
de proteina, o que vem ao encontro dos resultados observados na atividade total de
xilanase, onde maiores concentracbes de carbono levam o P. tenuiculus a maior

atividade enzimatica.
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Polyporus tenuiculus
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Figura 4.46 — Atividade especifica de Xilanase (U/g de
proteina)nas fermentag¢des dos tratamentos T1 ao T6 (T1 ao
T4: 6,0 g de bagaco de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de farelo de
sojae TS5 e T6: 4,5 g de bagaco de mandioca e 0 e 1g de
farelo de soja) para o fungo P. tenuiculus.
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Figura 4.47 - Atividade especifica de Xilanase (U/g de
proteina) nas fermentag¢des dos tratamentos T7 ao T12 (T7 ao
T8: 4,5 g de bagago de mandioca e 2 e 3 g de farelo de soja e
T9 ao T12: 0 g de bagago de mandioca e 0, 1, 2 e 3 g de
farelo de soja) para o fungo P.tenuiculus.

4.5 Umidade
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Os perfis de variagcdo de umidade em funcdo do tempo dos cultivos para
ambos os fungos estdo mostrados nas Tabelas 4.2 e 4.5, onde se pode observar
gue a umidade manteve-se em torno de 60 a 75% para os dois fungos. Teores de
umidade acima de 80% no substrato, poderiam levar a contaminagao bacteriana,
acompanhado de contaminagéao fungica por Coprinus e Pluteus (BANO et al., 1987).

Para o P. tricholoma ocorreu um acentuado declinio da umidade no intervalo
3 dos tratamentos T5 ao T8, ficando a umidade em torno de 35%, resultado que
talvez explica que a baixa atividade enzimatica de xilanase para este fungo, no
intervalo de tempo citado anteriormente.

Como agua é essencial para a colonizagdo do substrato, assim como para
aumentar e agilizar a degradagcdo da lignina, ZADRAZIL & KURTZMAN (1982)

recomendam um teor inicial de umidade do substrato entre 65 e 75%.

Tabela 4.5 — Valores médios de umidade (%) do fungo P. tenuiculus em diferentes intervalos de
tempo.

Tempo

(dias) TO01 TO02 TO03 TO04 TO5 TO06 TO7 TO08 TO09 T10 T11 T12
0 68,61 68,60 69,81 6861 68,61 67,72 6861 6861 6861 6861 6861 70,37
20 71,84 71,10 69,83 68,00 70,34 68,14 71,11 70,39 72,81 72,99 69,37 73,26
25 73,19 68,60 69,32 69,85 73,58 70,23 7220 73,23 74,87 69,07 73,01 69,07
30 71,92 71,30 69,99 73,16 7545 67,97 7128 69,28 72,28 6549 63,76 65,29
35 70,14 70,30 67,31 69,08 70,74 69,58 6595 67,35 71,47 6849 62,20 65,49
40 69,45 66,60 62,22 67,81 6532 66,05 6633 6397 66,40 62,61 6140 60,97
45 61,25 63,50 66,27 57,41 66,93 62,75 62,59 66,58 64,10 60,29 63,79 72,66

Segundo Sato et al., 1982, apud PALMA, 2003 nos cultivos em estado sdlido,

o teor de umidade deve variar de 30 a 80%, dependendo das caracteristicas de

retencdo de agua da matéria-prima.
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A umidade é um fator critico para o crescimento dos fungos em substrato
sélido. Como a quantidade de agua é sempre limitada, ao contrario da fermentacgéo
submersa, onde ha um grande excesso, o controle do nivel de umidade é essencial
para a otimizacao do processo em fermentagao solida.

Um alto teor de umidade diminui a porosidade, a difusdo de oxigénio, a
eliminagao de didxido de carbono e aumenta o risco de contaminacao por bactérias.
Por outro lado um baixo teor de umidade pode levar a um menor crescimento

(LONSANE et al., 1985).

4.6 Analise do pH

As Tabelas 4.6 e 4.7 descrevem a variagado do pH ao longo dos cultivos, nos
diferentes experimentos realizados, para P. tricholoma e P. tenuiculus mostrando
nao ter havido variacbes bruscas devido, possivelmente, a boa capacidade
tamponante do substrato conforme relatado por LONSANE et al. 1985, para os
cultivos solidos, de modo geral.

Segundo SANTOS, 2000, o crescimento micelial implica na secregdo de

exoenzimas, polissacarideos, antibioticos e acidos organicos, os quais reduzem o
pH.
BARBOSA (1997) relata que os fungos de podriddo branca apresentam melhor
crescimento em pH acido em torno de 4,0 e 5,0. Entretanto, algumas espécies
apresentam crescimento semelhante em meio de cultivo alcalino em relagédo ao meio
acido.

Tabela 4.6 — Valores médios de pH para o fungo P. tricholoma

Tempo
(dias) TO1 TO02 TO03 TO04 TO5 TO06 TO7 TO08 TO09 T10 T11 T12
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0 6,34 641 638 640 637 641 644 640 6,44 6,39 6,38 6,37
10 598 6,02 6,01 6,96 596 6,00 6,07 6,06 513 518 534 572
15 515 524 537 557 523 535 568 558 577 533 582 6,19
20 513 5,15 532 549 518 530 559 557 585 576 589 588
25 550 562 5,77 559 532 574 577 590 581 580 6,03 5,65
30 573 576 572 591 566 567 578 584 6,18 6,00 6,10 5,85
35 576 6,00 6,01 577 578 582 572 593 6,05 6,10 6,12 5,99
Tabela 4.7 - Valores médios de pH para o fungo P. tenuiculus
Tempo
(dias) TO1 TO02 TO03 TO04 TO5 TO06 TO7 TO08 TO09 T10 T11 T12
0 6,34 641 6,38 640 6,37 641 644 640 644 6,39 6,38 6,37
20 526 534 547 556 528 544 568 568 532 530 555 5,60
25 541 556 560 551 533 561 573 579 538 568 5,77 5,57
30 572 570 580 5,72 560 558 573 567 546 551 565 5,50
35 6,00 580 580 572 579 573 572 568 566 554 563 5,58
40 590 5,79 573 577 580 575 585 581 571 569 572 565
45 592 581 581 578 587 579 584 583 589 583 588 557

Segundo Zadrazil 1978 apud SANTOS, 2000, algumas espécies de fungos

possuem uma caracteristica auto-reguladora de pH do substrato, ou seja, a

tendéncia € de que se estabilize no valor de pH 6timo, independente do valor de pH

inicial, isso ocorre dependendo do substrato e do microrganismo.

TAVARES (2004) constatou que os fungos P. tricholoma e P. tenuiculus

apresentaram esta caracteristica.

4.7 Relagado Carbono Nitrogénio
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Conforme descrito no item 3.11, foi realizada a analise da relagdao C:N de
todas as variagbes de composicdo de meio (tratamentos), antes do inicio dos

cultivos. Estes valores estio representados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Valores quantificados de relagdo carbono/nitrogénio no tempo zero, nos 12 tratamentos.

Relagao
Carbono/ T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
Nitrogénio
C:N 106:1 64:1 451 541 821 66:1 441 411 721 50:1 511 50:1

O carbono é um elemento majoritario dos substratos e a forma em que se
apresenta, ira influenciar no crescimento do fungo. Segundo KURTZMAN &
ZADRAZIL (1984), os residuos vegetais apresentam a maior quantidade de carbono
nos polissacarideos e na lignina da parede celular e essa quantidade varia em
funcdo do tipo de substrato. Na medida em que o carbono é retirado dos
compostos vai sendo metabolizado pelo fungo que o libera, posteriormente, na
forma de CO,, em proporgdes equivalentes a 50% do peso do substrato.

A madeira, substrato natural de crescimento de fungo de podriddo branca,
nao apresenta elevados teores de nitrogénio, o que leva a presumir que suas
exigéncias em relagdo a esse nutriente ndo sejam muito elevadas. No entanto, o
nitrogénio € um fator de crescimento muito importante para todos os organismos,
estando envolvidos na degradacao de acidos nucléicos e proteinas KURTZMAN &
ZADRAZIL (1984). Segundo MAZIERO (1990), o excesso de nitrogénio inibe a

degradacéao da lignina, retardando ou até cessando o crescimento micelial.

5 CONCLUSOES E SUGESTOES
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Considerando os resultados obtidos durante a conducédo dos experimentos
deste trabalho, pode-se concluir que:

Na fermentagdo submersa (meio liquido), P. tricholoma mostrou produgao de
biomassa muito superior (12 vezes) ao obtido para P. tenuiculus, porém a atividade
de xilanase foi similar em ambos os fungos.

Com relacao a fermentacao soélida, a bainha mediana de palmito demonstrou
potencial como substrato para o crescimento micelial dos fungos P. tricholoma e P.
tenuiculus.

Em meio solido o fungo P.tricholoma, também apresentou maior velocidade
de crescimento micelial em relacdo ao P. tenuiculus em todos os tratamentos
avaliados no ensaio Il. Nos tratamentos testados o comprimento do micélio
alcangou 10 cm e, quanto maior a relagdo C:N nos meios, menor foi a velocidade de
crescimento.

As atividades enzimaticas de xilanase nos meios de cultivo do sistema sélido
apresentaram valores maximos, nos primeiros intervalos de tempo, para ambos os
fungos. P. tenuiculus, embora tenha mostrado menor velocidade de crescimento,
apresentou atividades hidroliticas superiores em todos os tratamentos. Nos ensaios
com maior concentracdo de bagaco de mandioca, constatou-se que nao houve
grandes variagbes da atividade de xilanase ao longo do tempo para o fungo P.
tricholoma. O mesmo nao aconteceu nos cultivos com P. tenuiculus, cuja atividade
de xilanase foi decrescente ao longo do cultivo. O mesmo foi observado para as
atividades de carboximetilcelulase e avicelase. Para estas enzimas a atividade
enzimatica foi inferior do que a atividade da enzima xilanase, mostrando que,

proporcionalmente a produgao de xilanase, a indugao das celulases foi pequena.
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Com os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se investigar o metabolismo
de P. tenuiculus, devido a sua capacidade de produzir atividade enzimatica superior
em relagao ao outro fungo do mesmo género.

Deve-se dar continuidade aos estudos, visando a ampliagdo de escala de
producao de enzimas hidroliticas utilizando reatores de coluna.

Sugere-se também ampliagdo dos estudos com o residuo do processamento
do palmito com outra suplementagdo nutricional, uma vez que os fungos P.
tricholoma e P. tenuiculus se adaptaram facilmente a esse substrato.

Pesquisas sobre a obtencao de enzimas oxidativas devem ser estimuladas

com estes fungos uma vez que os mesmos causam a podridao branca da madeira.
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O presente ensaio teve por finalidade estabelecer a producdo de biomassa e

a atividade enzimatica de xilanase e carboximetilcelulase em fermentagao submersa.

Tabela A1 - Valores de produgcdo de biomassa e consumo de glicose em fermentagéo

submersa.

Producao de Biomassa

Consumo de Glicose

Tempo (dia)  P. tricholoma P.tenuiculus

P. tricholoma

P.tenuiculus

0 0,20 0,24 19,48 21,50
3 0,19 0,17 15,84 17,47
5 0,65 0,32 15,24 17,158
7 2,78 0,34 12,54 15,216
10 4,78 0,47 10,35 12,30
12 5,94 0,47 7,18 10,45

Tabela A2 - Valores de atividade de Xilanase e Carboximetilcelulase em fermentagao

submersa.
Atividade de Xilanase Atividade de
Carboximetilcelulase

Tempo (dia) P. tricholoma P.tenuiculus P. tricholoma P.tenuiculus

3 16,41 18,28 10,09 9,18

5 13,52 12,09 31,34 29,42

7 204,96 224,85 25,51 30,79

10 125,43 133,27 23,27 29,42

12 94,16 109,46 15,71 28,21
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Este ensaio teve por objetivo acompanhar a cinética de crescimento micelial

em fermentacgao soélida com diferentes suplementagdes de residuos agroindustriais.

Tabela A3 — Valores médios obtidos em cm (dia) nas leituras de crescimento micelial do fungo P.
tricholoma nos 12 tratamentos, em fermentagao soélida em 18 dias de cultivo.

Tempo ™ T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
(dia)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 00
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0
4 0,0 1,6 2,5 2,1 0,0 1,9 1,9 24 1,0 1,5 1,8 21
6 2,5 2,7 3,0 3,0 2,8 2,6 2,8 3,0 3,1 27 26 28
8 3,5 4,0 4,5 4.4 3,6 3,8 4,1 4,2 4,3 44 39 43
10 4,5 5,1 5,6 57 4,9 5,0 5,3 5,5 5,2 56 49 54
12 5,2 6,3 6,5 6,7 5,8 57 6,4 6,6 6,6 65 60 65
14 6,0 7,0 7,6 7,8 6,6 6,6 7,3 7,5 7.4 8,1 7,1 7,7
16 7,3 8,3 9,3 9,1 7,9 7,9 8,5 9,1 8,4 94 86 93
18 8,3 9,4 9,9 10,0 9,0 9,6 10,0 10,0 9,8 98 95 95

Tabela A4 — Valores obtidos em cm nas leituras de crescimento micelial do fungo P. tenuiculus nos
12 tratamentos, em fermentacdo sélida em 18 dias de cultivo.

Tempo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
(dia)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 00
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 00
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,1 0,1 0,0 05
6 0,3 0,2 0,6 0,3 0,2 0,2 0,2 0,5 0,3 03 04 04
8 0,7 1,0 1,2 0,9 0,2 1,1 0,8 1,1 1,1 1,2 1,3 13
10 1,4 1,9 1,9 2,8 1,2 2,0 1,2 2,2 1,6 1,9 21 2,4
12 1,6 2,7 2,5 29 1,7 27 2,3 2,9 2,0 25 26 28
14 2,3 3,5 3.4 3,5 2,1 3,8 2,9 3,8 2,6 33 32 38
16 2,8 4,6 4,6 4,8 3,3 47 4,1 5,2 3,6 44 44 46
18 34 5,5 5,4 5,5 4,0 5,7 49 6,1 4,4 5,1 54 59
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Tabela A5 - Média total da velocidade de comprimento micelial dos fungos nos tratamentos utilizados
na fermentacao sdlida.

Tratamentos P.tricholoma P. tenuiculus
1 3,7 1,2
2 4,4 1,9
3 4,9 2,0
4 49 21
5 41 1,3
6 4,3 2,0
7 4,6 1,6
8 4,8 2,2
9 4,6 1,6
10 4,8 1,9
11 4.4 2,0
12 4,7 2,2

Tabela A6 - Velocidade média de comprimento micelial ao dia dos fungos nos tratamentos utilizados
na fermentacéao sdlida.

Tratamentos | P. tricholoma (cm) | P. tenuiculus (cm)
1 0,5 0,2
2 0,5 0,3
3 0,6 0,3
4 0,6 0,3
5 0,5 0,2
6 0,6 0,3
7 0,6 0,3
8 0,6 0,3
9 0,5 0,2
10 0,5 0,3
11 0,5 0,3

12 0,5 03
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xilanase,

carboximetilcelulase e avicelase, bem como a analise das proteinas, determinagao

da umidade e pH dos meios, foram analisados, comparativamente aos 12

tratamentos pesquisados e os dois fungos estudados nesta pesquisa.

Tabela A7 — Valores médios de atividade de xilanase (U/g) de P. fricholoma nos 12 tratamentos em 6
intervalos de tempo.

Intervalos

de Tempo 14 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
1 92,7 106,7 926 905 90,9 866 97,3 90,5 103,8 1022 982 992
2 88,1 12,03 93,9 837 117,8 812 923 840 741 659 625 68,1
3 746 86,6 764 67,1 483 356 491 290 566 680 526 689
4 804 872 818 872 905 915 87,0 887 593 660 73,7 863
5 50,3 53,9 705 666 596 648 696 811 502 629 624 704
6 90,0 983 106,7 917 357 330 498 469 621 627 691 733

Tabela A8 — Valores médios obtidos de atividade especifica de xilanase (U/g de

fermentacdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tricholoma.

proteina) nas

Intervalos de T1 T2 T3 T4 T5 T7 T8 T9 T10 T11 T12
Tempo
1 1,0 0,9 1,1 06 09 10 0,8 0,7 0,7 0,6 0,6
2 1,0 1,2 0,9 08 12 12 0,8 0,6 0,5 0,5 0,5
3 0,8 0,7 0,8 06 05 04 0,3 0,5 0,5 0,4 0,5
4 1,0 0,9 0,7 09 12 10 0,9 0,5 0,7 0,6 0,6
5 0,5 0,5 0,6 07 06 06 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5
6 1,0 1,0 1,0 06 03 03 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4
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Tabela A9 - Valores médios obtidos de produtividade maxima de xilanase (U/g.dia) nas fermentagdes
dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tricholoma.

™

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T

10

T

T2

9,3 1

0,7

9,3

9,1

9,1

8,7

9,7

9,1

10,4

10,2

9,8

9,9

Tabela A10 — Valores médios de atividade de xilanase (U/g) de P. tenuiculus nos 12 tratamentos em
6 intervalos de tempo.

Intervalos

T1

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 1 T12
de Tempo

1 186,0 1974 169,9 183,3 1650 138,6 1424 130,1 111,1 1259 1259 73,5
2 151,5 1355 130,3 1353 159,8 143,7 946 109,2 1274 1000 81,9 70,7
3 156,4 110,7 112,3 100,0 1339 916 851 86,4 954 941 898 497
4 164,17 1391 112,7 998 1252 716 716 673 756 780 66,5 49,0
5 1473 1278 1225 110,6 1408 789 97,2 86,7 790 506 62,9 433
6 1039 742 76,0 833 1257 558 579 53,7 519 556 70,1 449

Tabela A11 — Valores médios obtidos de atividade especifica de xilanase (U/g de proteina) nas
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tenuiculus

Intervalos de
Tempo T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 TM11 T12
1 1,8 1,7 18 14 1,1 1,1 1,1 1,0 1,0 0,9 0,9 0,6
2 o9 o8 08 06 09 10 06 0,7 08 0,7 0,5 0,5
3 12 10 10 08 10 06 06 0,7 0,7 0,8 0,8 0,3
4 11 08 07 07 09 06 05 05 0,6 0,5 0,5 0,4
5 15 13 13 10 15 08 10 09 08 0,4 0,5 0,3
6 179 12 14 13 11 08 07 06 0,6 0,6 0,7 0,3

Tabela A12 - Valores médios obtidos de produtividade maxima de xilanase (U/g.dia) nas

fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tenuiculus.

T

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

9,3

9,9

8,5

9,2

8,2

6,9

7,1

6,5

55

6,3

6,3

3,7
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Tabela A13 — Valores médios de atividade de carboximetilcelulase (U/g) de P. tricholoma nos 12
tratamentos em 6 intervalos de tempo.

Intervalos T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

de Tempo
1 34 25 33 41 36 38 44 42 53 6,1 53 6,1
2 33 58 55 38 48 43 37 33 23 2,1 1,8 3,2
3 1,7 20 32 19 25 21 25 2 1,7 2,3 2,1 3,2
4 25 19 16 19 21 2 23 28 28 3 4,3 6,1
5 14 16 26 19 19 21 3 45 3.3 3,7 3,8 3,9
6 23 43 55 5 31 28 38 44 36 3,6 3,3 4,5

Tabela A14 — Valores médios obtidos de produtividade maxima de carboximetilcelulase (U/g.dia) nas
fermentacdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tricholoma.

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

710 T11

T12

0,3

04

04

0,4

04

0,4

0,4

0,4

0,5

0,6 0,5

0,6

Tabela A15 — Valores médios de atividade de carboximetilcelulase (U/g) de P. tenuiculus nos 12
tratamentos em 6 intervalos de tempo.

Intervalos de Tempo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
1 94 111 116 115 98 112 78 83 57 68 79 42
2 8,1 8,1 65 76 82 87 6 56 73 61 48 34
3 75 37 47 34 64 29 37 41 47 43 49 4
4 94 68 37 39 58 472 4 36 44 42 36 46
5 56 46 42 38 6,7 25 32 31 47 31 35 44
6 43 36 35 44 7 29 35 43 4 31 43 5

Tabela A16 — Valores médios obtidos de produtividade maxima de carboximetilcelulase (U/g.dia) nas
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tenuiculus.

T1

T2 T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

10 T11

T12

0,5

0,5 0,6

0,6

0,5

0,6

0,4

0,4

0,3

0,3 0,4

0,2
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Tabela A17 — Valores médios de atividade de Avicelase (U/g) de P. tricholoma nos 12 tratamentos
em 6 intervalos de tempo.

Intervalo de T T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
Tempo
1 4,2 3,4 53 3,5 47 51 44 45 105 95 81 77
2 7.9 121 9,1 8,6 57 4,7 55 44 84 10,7 206 16,4
3 153 136 11,2 106 85 98 11,5 109 41 79 69 52
4 7.9 9,0 7,2 6,3 85 79 81 65 74 6,7 7,3 8,1
5 6,8 6,6 5,6 4,2 66 65 70 94 52 51 48 52
6 106 100 10,3 109 115 91 86 70 65 69 71 84

Tabela A18 — Valores médios obtidos da produtividade maxima de
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P. tricholoma.

avicelase (U/g.dia) nas

T1 T2 T3
0,8 0,8 0,6

T4
0,6

T5 T6 T7 T8 T9
0,5 0,5 0,6 0,5 1,0

T10
0,9

T11
1,4

T12
1,1

Tabela A19 - Valores médios de atividade de Avicelase (U/g) de P. tenuiculus nos 12 tratamentos em
6 intervalos de tempo.

Intervalo de T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
Tempo
1 19,0 17,7 144 111 121 133 11 11,2 101 85 88 7,2
2 21,2 158 16,2 164 216 140 91 78 82 59 53 52
3 99 59 139 163 203 100 78 82 68 97 76 84
4 19 85 58 48 6,1 4,6 5 89 84 57 50 7.2
5 10,5 88 84 83 86 102 88 76 73 58 65 77
6 169 141 135 87 100 84 59 58 57 48 51 6,7

Tabela A20 - Valores médios obtidos de produtividade maxima de avicelase (U/g.dia) nas
fermentagdes dos tratamentos T1 ao T12 para o fungo P.tenuiculus.

T T2 T3
0,9 0,9 0,7

T4
0,7

T5 T6 T7 T8 T9
0,8 0,7 0,5 0,6 0,5

T10
0,4

T11
0,4

T12
0,4
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